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Os tumores triplos negativos (TN) são um grupo de cancros da mama com um 
comportamento clínico mais grave. A metastização precoce constitui um dos factores 
que contribui para esta agressividade. Alguns estudos clínicos sugerem uma 
metastização característica e a preferência pela disseminação hematogénica. Apesar 
destes dados, a metastização característica de cada tipo celular de cancro da mama não 
está ainda estabelecida. 
O objectivo deste estudo é a caracterização da disseminação metastática in vivo 
das linhas celulares de tumores da mama que expressam receptores hormonais (HR) e a 
comparação com as células TN, após injecção na veia da cauda. Assim, pretende-se 
determinar um perfil característico, particularmente considerando a metastização 
pulmonar e hepática.  
Para estudar a disseminação metastática, utilizaram-se ratinhos fêmea Balb/c nu 
nu com 4-6 semanas de idade nos quais se injectou na veia da cauda 1,5×10
6
 células de 
cada linha celular de cancro da mama (MCF7 e HCC1806), marcadas com 
99m
Tc-









 semana. Os animais foram sacrificados 8 semanas após a injecção e os pulmões, 
fígado, rins, cérebro e todos os locais com lesões suspeitas foram colhidos para análise 
histológica. Para o estudo morfométrico foram utilizadas imagens histológicas e o 
respectivo traçado de regions of interest (ROIs), para obter a área das lesões em pixels. 
O estudo imunohistoquímico (IHQ) analisou a expressão de receptores de estrogénios 
(RE), receptores de progesterona (RP), HerbB-2 e CK5/6, marcador basal-like. 
A injecção de células tumorais marcadas com 
99m
Tc-HMPAO mostrou 
embolização preferencial para os pulmões. Os estudos imagiológicos com 
99m
Tc-HMDP 







Tc-MIBI revelaram um caso de metastização óssea e outro de metastização pélvica 
no grupo MCF7. A análise por ROI não revelou alterações significativas de acordo com 
os diferentes tipos celulares injectados. 
Considerando a análise pulmonar, em todos os animais injectados foram descritos 
focos de metastização no estudo histológico. O número de focos pulmonares não foi 
significativamente diferente considerando injecção com MCF7 e HCC1806. No entanto, 
a área média das metástases pulmonares nos casos MCF7 foram significativamente 
maiores que nos casos HCC1806 (p=0,023). O estudo histológico hepático mostrou 
metastização em 47%. O número de focos metastáticos foi superior no grupo injectado 
com HCC1806 em relação ao MCF7, atingindo significado estatístico (p=0,006). 
Relativamente à área média das metástases hepáticas não se verificaram diferenças 
(p=n.s.). A regressão logística revelou um modelo potencial de metastização hepática 
com HCC1806 (odds ratio=16;p=0,03). O número e a área dos focos de metastização 
pulmonar não foram preditivos da metastização hepática. 
O estudo da metastização pulmonar mostrou RE positivos em 57,1% no grupo 
MCF7, comparando com 80% no grupo HCC1806. Os RP mantiveram positividade em 
42,9% dos casos MCF7 e negatividade em 60% dos HCC1806. HerbB-2 foi positivo 
num caso HCC1806. Neste grupo foi descrito um caso CK5/6 positivo.  
Os ratinhos injectados na veia da cauda com células de cancro da mama RH 
positivos apresentaram maior área de metastização pulmonar. Os focos de metastização 
hepática foram mais relevantes nas linhas celulares TN comparativamente com as RH 
positivos. As células TN parecem potenciar a metastização hepática. A alteração da 
expressão de RE e RP na metástase não foi significativamente diferente considerando a 
expressão da célula de origem. O HerbB-2 manteve-se maioritariamente negativo. Na 

































Triple negative (TN) tumors are a group of breast cancers with a severe clinical 
behavior. The early metastization is one of the factors that contribute to its 
aggressiveness. Some clinical studies suggest a differential metastatic spread and a 
preference for hematogeneous dissemination. Despite this, it is not established a 
metastatic profile characteristic of each breast cancer type.  
The aim of this study is to characterize the metastatic spread in vivo of breast 
cancer cell lines that express hormonal receptors (HR) comparing with TN after 
injection in the mice tail vein. The objective is to determine a specific metastization 
profile, particularly considering the lung and the liver. 
To study the metastization profile, female Balb/c nu nu mice with 4-6 weeks of 
age were injected with 1.5×10
6
 cells of each breast cancer cell line (MCF7 and 
HCC1806) labeled with 
99m








 weeks. Animals were sacrificed after 8 
weeks of cell injection and the lungs, liver, kidneys, brain and all sites with suspicious 
lesion were collected for histological analysis. For morphometric studies, a histological 
image analysis focusing on regions of interest (ROIs) were used, in order to obtain 
lesion areas in pixels. Imunohistochemical (IHC) studies were focused on estrogens 
receptors (ER), progesteron receptors (PR), HerbB-2 and CK5/6, a basal-like marker. 
Tumor cells injected labeled with 
99m
Tc-HMPAO showed a preference 





revealed a case of bone and other of pelvic metastasis in the MCF7 group. The ROI 
analysis did not reveal significant differences according with each cell type injection.  





Considering lung analysis, in all animals injected were found metastatic foci on 
the histological study. On one hand, the number of lung foci was not significantly 
different considering MCF7 and HCC1806 injection. On the other hand, the mean area 
of lung metastasis in MCF7 cases were significantly higher than in HCC1806 
(p=0.023). The histological study of liver showed 47% of metastasis. The number of 
liver foci was higher in the group injected with HCC1806 than MCF7, reaching 
statistical significance (p=0.006). Mean area of liver metastasis was not significantly 
different (p=n.s.). The logistic regression revealed a potentiating model for liver 
metastasis with HCC1806 (odds ratio=16; p=0.03). The number and area of lung 
metastasis foci were not predictive of liver dissemination. 
Lung metastasis study showed ER positive in 57.1% of MCF7 group, compared 
with 80% of HCC1806 group. PR maintained positivity in 42.9% of MCF7 cases and 
negativity in 60% of HCC1806. HerbB-2 was positive in one case of HCC1806 cells. In 
this group was described only one case of CK5/6 positivity.  
The mice injected with HR positive breast cancer cells in the tail vein were 
associated with huge lung metastatic areas. Liver metastization foci were more relevant 
in TN than HR positive cell lines. TN cells seem to potentiate liver metastasis. The 
alteration of ER and PR expression in metastasis were not significantly different 
considering the original cell expression. HerbB-2 kept mainly negative. In metastasis, 




























.AMF - Autocrine motility factor 
AKT ou PKB - protein kinase B  
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BL – tumores basal-like 
BRSMS1 - breast cancer metastasis-suppressor 1 
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EGFR - epidermal growth factor receptor 
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oncogene dominante HER-2 
EUA - Estados Unidos da América 
FAK – focal adhesion kinase 










FGF - fibroblast growth factor  
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RANK - receptor activador do NFκB 
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ROIs - regions of interest 
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RT-PCR - real time-polimerase chain reaction  
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99m
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TGF-α - transforming growth factor-α 
TGF-β - transforming growth factor-β  
THM - terapêutica hormonal da menopausa 
TIMPs – tissue inhibitors of metalloproteinases 
TN – tumores triplos negativos 
TNF - tumor necrosis factor 
UPA – urokinase plasminogen activator 
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1. Cancro da mama – Epidemiologia 
 
O cancro da mama tem um impacto considerável no contexto da saúde pública e 
em particular da mulher. Na Europa, a incidência de cancro da mama representa cerca 
de 13% de todos os cancros, sendo globalmente o terceiro mais frequente, precedido 
pelo cancro do pulmão e pelo cancro colorectal
1
. Na mulher, são diagnosticados, por 
ano na Europa, cerca de 370 100 novos casos, o que representa 27,4% de todos os 
cancros no sexo feminino. Nos Estados Unidos da América (EUA) estima-se que o risco 
de cancro da mama até aos 85 anos afecte 1 em 8 indivíduos, correspondendo a cerca de 
12,5%
2
. Em 2004 morreram 129 900 mulheres na Europa devido ao cancro da mama
1
. 
Em Portugal detectam-se cerca de 4 300 novos casos por ano e morrem anualmente 
cerca de 1500 mulheres, sendo a principal causa de morte por cancro neste sexo
3
.  
A incidência do cancro da mama nos EUA diminuiu 3,5% ao ano entre 2001 e 
2004 pela primeira vez desde 1980
4
. Este facto reflecte questões relacionadas com o 
diagnóstico devido ao maior número de mamografias e diminuição da utilização de 
terapêutica hormonal de substituição
5,6
. Esta tendência também foi descrita na Europa
7
. 
Em Portugal observou-se uma diminuição na taxa de mortalidade desde o início da 
década de 90, cerca de 2% ao ano
3
. A detecção precoce no contexto dos programas de 
rastreio e o acesso a tratamento eficaz parecem justificar esta constatação. 
A incidência do cancro da mama é maior nos EUA e Norte da Europa, Austrália e 
Nova Zelândia. Verifica-se um decréscimo no Sul e Leste da Europa e na América do 
Sul, com excepção da Argentina, e observam-se taxas menores nos países asiáticos. Esta 
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diferença estreitou-se desde a década de 70, podendo reflectir uma aproximação ao 
estilo de vida e padrão reprodutivo da civilização ocidental
8,9
. 
A incidência do cancro da mama aumenta com a idade, sendo incomum em 
mulheres com menos de 35 anos. Na região Centro de Portugal, o cancro da mama antes 
dos 35 anos representa 2,9% dos diagnósticos entre 1999 e 2006
10
. Nos EUA, entre 
1996 a 2000 foram diagnosticados 25 casos por cada 100 000, considerando idades 
entre 30 e 34 anos
11
. No mesmo período entre os 45 e 49 anos este número atinge 198 
casos por 100 000
11
. Estes casos ascendem até 476 por 100 000 entre os 70 e 74 anos. 
Descreve-se uma estabilização entre os 45 e 50 anos, reflectindo o envolvimento 





Os factores reprodutivos relacionam-se com risco de cancro da mama, uma vez 
que as hormonas ováricas têm um papel na iniciação do desenvolvimento mamário. 
Para além deste facto, o ciclo menstrual também regula a proliferação mamária. A 
menarca representa o início de todo este processo maturativo. A idade precoce da 
menarca tem sido associada ao aumento do risco de cancro da mama e esta relação 
observa-se tanto na pré-menopausa como na pós-menopausa
13
. Uma menarca precoce 
condiciona uma maior precocidade de maturidade do eixo hipotálamo-hipófise-ovário, 
relacionando-se com uma exposição mais precoce às hormonas endógenas.  
A duração do ciclo menstrual não tem uma associação consistente entre os 
diferentes estudos. Porém, ciclos curtos na idade reprodutiva reflectem maior número de 
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ciclos, logo maior tempo global de exposição a estrogénios e progesterona na fase 
luteal. Este contexto pode justificar o aumento do risco em mulheres com ciclos curtos 
comparando com ciclos longos
14
. 
A nuliparidade apresenta risco aumentado de cancro da mama, sendo um factor 
mais relevante após os 40 a 45 anos. A idade precoce de uma gestação a termo associa-
se a um menor risco de cancro da mama
13
. A primeira gravidez abaixo dos 25 anos 
reduz o risco de cancro da mama em 36%
15
. 
A menopausa em idade precoce também se associa a menor risco de cancro da 
mama, conforme constatado em ooforectomizadas
16
. Estima-se que este risco aumente 




A utilização de contraceptivos hormonais tem sido tema fastidiosamente abordado 
em diversos estudos, no entanto não foram delineados efeitos diferencialmente 
relevantes. O risco apontado tem sido baixo, mesmo em mulheres que utilizam este tipo 
de contracepção durante mais de 10 anos
17,18
. O risco poderá ser maior se a utilização de 
contracepção hormonal tiver sido iniciada em idades jovens
18
. As mulheres jovens 
(menos de 45 anos) que reportam toma actual de contraceptivos hormonais apresentam 
um risco ligeiramente aumentado, no entanto este número de casos contribuiu para um 
escasso aumento dos cancros da mama em termos absolutos. 
Na década de 70 a terapêutica hormonal da menopausa (THM) atingiu níveis de 
prescrição consideráveis, particularmente nos EUA. Posteriormente as formulações e 
formas de administração mostraram uma modificação substancial. Os estudos 
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demonstraram, consistentemente, um aumento do risco entre utilizadoras de THM 
versus não utilizadoras
19,20
. O risco parece particularmente importante se a THM 
persistir por longos períodos e no momento do diagnóstico de cancro
21
. A terapêutica 
combinada (estroprogestativa) apresenta risco maior que a terapêutica estrogénica 






O cancro da mama corresponde a um grupo heterogéneo de lesões que diferem 
grandemente na sua apresentação clínica, padrão radiológico, características patológicas 
e comportamento biológico. 
A distribuição dos tipos histológicos varia de acordo com os estudos publicados. 
Aparentemente este facto deve-se a diversos factores como a população estudada e 
variabilidade nos critérios de diferenciação histológica. Actualmente a classificação do 




O exame histopatológico de rotina é, na actualidade, muito mais que a simples 
determinação do tipo histológico. Apesar desta determinação só por si ter implicações 
prognósticas importantes, outras alterações morfológicas também podem reflectir 
diferentes comportamentos. 
Muitos cancros invasivos estão associados à presença de um componente in situ 
cuja extensão é variável. Esta perspectiva salienta a origem dos tumores invasivos a 
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partir dos carcinomas in situ
23
 tendo, inclusivamente, sido já reportadas alterações 
fenotípicas e genéticas semelhantes
24
.   
O carcinoma ductal invasivo (CDI) é o grupo mais representativo de cancros 
invasivos da mama. Em cerca de 30 % dos CDI são reportados tipos histológicos 
mistos
22
. As células tumorais arranjam-se em estruturas glandulares com o formato de 
ninhos, cordões ou trabéculas de diferentes tamanhos nos quais, por vezes ocorrem 
focos de necrose. Do ponto de vista citológico a célula pode ser morfologicamente 
semelhante à célula epitelial mamária normal ou exibir pleomorfismo marcado e atipia 
nuclear. O grau de atipia citonuclear foi estabelecido por Bloom e Richardson, que 
distinguiram 3 tipos, grau 1, bem diferenciados, grau 2, moderadamente diferenciados e 
grau 3, pouco diferenciados. Mais tarde Elston e Ellis modificaram esta escala de 
acordo com a formação de túbulos, pleomorfismo nuclear e actividade mitótica
25
. 
O carcinoma lobular invasivo (CLI) representa 5-15% dos cancros da mama
26
. A 
morfologia clássica reflecte-se em conjunto de células tumorais pequenas e uniformes, 
com núcleos esféricos crescendo em sentido linear individualizado e de forma 
concêntrica
26
. Ao longo dos anos foram descritas variantes, como alveolares, sólidos, 
túbulo-lobulares, pleomórficos e mistos
27
. O CLI tem demonstrado uma propensão à 
recidiva local e maior incidência de doença multicêntrica e contralateral
28, 29
.  
Do ponto de vista histológico existem outros tipos menos frequentes como o 
carcinoma tubular, mucinoso, medular, cribiforme invasivo, papilar invasivo, 
micropapilar invasivo, metaplásico e secretor. 
 
P A D R Ã O   D E   M E T A S T I Z A Ç Ã O   D A S   C É L U L A S    T U M O R A I S    D A   M A M A 






3. Factores de prognóstico clássicos 
 
A metastização ganglionar axilar é considerada o factor de prognóstico isolado 
mais importante em doentes com cancro da mama
30, 31
. O estadiamento axilar é 
determinado após exame histológico de pelo menos 10 gânglios removidos 
cirurgicamente
32
. O esvaziamento axilar foi considerado uma intervenção terapêutica 
para eliminar a doença regional
33
. Tornou-se mais tarde um procedimento de 
estadiamento cirúrgico
34
. Com o advento da técnica do gânglio sentinela (GS) nos 
cancros da mama iniciais (T0-T2, N0), pode obter-se a mesma informação, evitando-se 
grande parte da morbilidade associada ao esvaziamento axilar
35
. O exame 
histopatológico do GS é mais detalhado do que a análise tradicional de gânglios 
axilares
30,31
. A cirurgia axilar adicional depende do status do GS. O GS é sujeito a 
múltiplos cortes histológicos e estudos imuno-histoquímicos (IHQ) com identificação 
das diferentes isoformas das citoqueratinas. Esta metodologia levou a um aumento na 
detecção do envolvimento ganglionar mínimo, classificada como micrometástases (0,2-
2mm; pN1mi) e células tumorais isoladas (ITC) (<0,2 mm; pN0 (i+))
30,36
. 
O tamanho do tumor é outro factor de prognóstico consensual entre diversos 
trabalhos, correlacionado com a mestastização axilar e com o comportamento clínico. O 
tamanho do tumor tem implicações prognósticas independentes da metastização axilar e 
tem particular valor nos casos de ausência de metastização ganglionar
37,38
. A 
sobrevivência livre de doença em mulheres com gânglios negativos varia de acordo com 
a dimensão tumoral. Tumores com menos de 1 cm apresentam sobrevivência livre de 
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doença de 88% aos 20 anos, enquanto se verifica apenas 72% em tumores de 1,1 a 2 
cm
39
. De um modo global considera-se que os tumores com dimensões menores que 1 
cm têm prognóstico bastante favorável, reportando-se intervalos livres de doença de 
mais de 90% aos 5-10 anos
40
. Um problema controverso na dimensão tumoral é a 
presença de vários focos de carcinoma invasivo. A maior probabilidade de metastização 
axilar em tumores multifocais foi relatada nos tipos lobulares e tubulolobulares
41
.  
A diferenciação do grau citonuclear também é um factor considerado na 
estratificação prognóstica. Genericamente verifica-se que os tumores pouco 
diferenciados apresentam maior incidência de doença metastática e pior sobrevivência
42
. 
Alguns estudos referem-se sobretudo a uma implicação do grau de diferenciação no 
período de recorrência, em detrimento de uma implicação directa na taxa de 
recorrência
43
. O grau de diferenciação também é um factor preditivo de resposta à 
terapêutica sistémica. Assim, tumores de alto grau respondem melhor à quimioterapia 




A invasão linfovascular representa outro factor prognóstico independente. A sua 
maior importância reporta-se aos casos com gânglios negativos que possam ter maior 
risco de invasão axilar
45
. A invasão linfovascular estratifica um grupo de doentes com 
gânglios negativos que apresentam um maior risco de metastização. 
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4. Receptores de estrogénios 
 
A existência dos receptores de estrogénios (RE) foi pela primeira vez tida em 
conta no início da década de 60, quando se detectou elevada concentração de 
estrogénios em órgãos alvo e cancros da mama humanos. Esta constatação tornou clara 
a dependência de estrogénios no crescimento do cancro da mama.  
Os RE pertencem a uma superfamília de receptores hormonais nucleares, que 
engloba também os receptores de progesterona (RP), hormonas tiroideas, vitamina D e 
ácido retinóico. Funcionalmente representam factores de transcrição quando activados 
pelo respectivo ligando. Os RE clássicos (REα) contêm 595 aminoácidos e o seu gene 
foi identificado no cromossoma 6. Outro tipo de receptores foi mais recentemente 
descrito, REβ, constituído por 530 a 548 aminoácidos, codificado no cromossoma 1446. 
Globalmente, a homologia entre REα e REβ é de cerca de 47%. Os RE contêm um 
domínio central de ligação ao DNA (DLD) ao qual se segue uma região funcional C que 
tem 95% de homologia entre os dois tipos de receptores
47
. Noutra extremidade 
identifica-se um domínio carboxil terminal de ligação hormonal (HLD). Existe ainda 
um domínio de ligação do ligando que apresenta uma homologia de 53% entre os REα e 
REβ48. Os REβ têm dimensões inferiores aos REα.   
Os estrogénios ligados aos RE homodimerizam ou heterodimerizam e ligam-se ao 
DNA pelo DLD. A ligação ao DNA promove activação de genes que respondem aos 
estrogénios. 
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As diferenças de homologia e de dimensões dos dois tipos de RE reflectem uma 
fisiologia e afinidade selectiva distinta para os ligandos. A expressão de REβ foi 
associada a um comportamento biológico tumoral mais agressivo
49
. Os REβ poderão 
assim constituir uma ferramenta na prática clínica como marcador prognóstico, no 
entanto ainda existe controvérsia no seu contributo para a progressão tumoral.    
Com a identificação do DNA complementar (DNAc), foram publicados alguns 
trabalhos acerca da alteração da estrutura genómica dos RE relacionada com o cancro 
da mama. Uma situação pertinente neste contexto é a presença de delecções ou 
rearranjos em tumores que não expressam RE. No entanto esta hipótese não foi 
confirmada pelos estudos posteriores
50,51
. A ausência dos RE parece dever-se a 
alterações da transcrição
52
. A justificação para a falta de expressão de RE pode assentar 
em fenómenos de metilação do gene
53,54
.   
A transcrição de RE regula componentes de vias transductoras de sinal que 
promovem a proliferação de sobrevivência das células tumorais da mama. Os RE 
ligados a estrogénios promovem a expressão de factores de crescimento como o 
transforming growth factor-α (TGF-α) e o insulin-like growth factor-2 (IGF-2), 
receptores de factores de crescimento tirosina cinase (como IGF-1) e outros 
intermediários da sinalização celular como o receptor do substrato insulínico-1
55,56
, 
assim como parecem inibir elementos negativos das vias de transdução de sinal, como 
transforming growth factor-β (TGF-β) e fosfatases da tirosina cinase55. 
Existe uma diversidade de métodos utilizados para a avaliação e quantificação dos 
receptores hormonais. As técnicas baseadas na utilização de anticorpos monoclonais são 
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as metodologias actualmente aplicadas na rotina. A estratégia de análise pode ser a IHQ 
e o ensaio imunoenzimático (EIE). A IHQ pode ser realizada em secções tumorais 
fixadas em formol, incluídas em blocos de parafina ou criofixadas. Esta metodologia 
também é aplicada em material de citopunção, biopsias e células provenientes de fluidos 
corporais. Dependendo do epitopo considerado, é possível distinguir diferentes 
receptores, como é o caso de REα e REβ. A aplicação de análise computadorizada veio 
tentar colmatar alguma subjectividade na quantificação dos resultados. No EIE a 
identificação de receptores hormonais (RH) depende da análise espectrofotométrica da 
amostra com o anticorpo incubado. Esta técnica parece ter maior objectividade e 
quantificação específica, no entanto requer tumores de maiores dimensões e tecido 
criofixado. 
Na prática clínica, foram introduzidos fármacos que interagem com os RE, 
concretamente os moduladores selectivos dos receptores de estrogénios (SERMS), 
inibidores da aromatase, reguladores selectivos dos receptores de estrogénios (SERDs) e 
análogos da gonadotrophin-releasing hormone (GnRH). O tamoxifeno e o raloxifeno 
pertencem à classe dos SERMS. O primeiro e porventura o modulador mais estudado é 
a terapêutica dirigida com mais impacto na abordagem terapêutica. Os inibidores da 
aromatase reduzem os níveis de estrogénios circulantes, são classificados em inibidores 
esteróides irreversíveis, como é o caso do exemestano e em inibidores não esteróides, 
como o letrozol e anastrazol.    
Os estudos clínicos mostram que cerca de 30 a 40% dos doentes com cancro da 
mama metastizado respondem à hormonoterapia
57,58
. Outra fracção substancial 
permanece estável clinicamente sob terapêutica adjuvante. Apesar de uma melhor taxa 
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de resposta à quimioterapia clássica (50-60%), a terapêutica hormonal é relativamente 
pouco tóxica e o efeito supressor pode ser duradouro
59
. A avaliação sistemática da 
expressão de RH (RE e RP) tem a grande vantagem da selecção dos doentes que 
beneficiam de hormonoterapia adjuvante assim como aqueles que beneficiam de outro 
tipo de estratégias. 
O benefício da hormonoterapia em doentes com cancro da mama RE positivos é 
de cerca de 50-60%, comparando com apenas 10% nos casos sem expressão de RE
57,60
. 
Na doença metastática a resposta vai depender da manutenção destes receptores em 
relação ao tumor primitivo. Num estudo com o objectivo de avaliar esta problemática, 
constatou-se que 10 a 20 % dos tumores primitivos que expressam RE apresentam RE 
negativos nas metástases
61
. Deste modo a taxa de resposta à terapêutica endócrina 
nestes casos foi de 12% comparada com 74% quando a expressão de RE se mantém na 
mestastização. A intensidade da positividade de RE também se correlaciona com uma 
melhor resposta terapêutica
57,62
. A presença de RP associada aos RE também potencia 
esta resposta
63
.    
A aplicação da hormonoterapia após terapêutica cirúrgica primária visa estabilizar 
a doença, impedindo o aparecimento de recidivas e disseminação da doença. Foi 
inequívoca a demonstração de que a hormonoterapia adjuvante (tamoxifeno) reduz o 
risco de recorrência em doentes com RE. Por outro lado, verifica-se que os tumores sem 
RE beneficiam mais dos citostáticos, com uma redução do risco de 35% comparado 
com 20% nos casos RE positivos
64
.   
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5. Receptores de progesterona 
 
A acção das hormonas esteróides implica a presença de receptores específicos de 
ligação nas células alvo. Os receptores esteróides activam moléculas citoplasmáticas 
transductoras de sinal e consequentemente regulam a expressão genética. As moléculas 
citoplasmáticas activadas por esteróides na maior parte dos casos migram para o núcleo 
e ligam-se aos promotores dos genes regulados. Alguns mecanismos de regulação 
genética ainda não foram totalmente esclarecidos. Os RP são transcritos por um único 
gene com três locais independentes de transcrição. Esta diferenciação resulta em três 
isoformas, os RP-A, os RP-B e os RP-C
65
. A isoforma C é uma proteína específica do 
útero, enquanto que na mama coexistem as isoformas A e B
66
. Os RP activam proteína 
cinases funcionais como a via mitogen-activated protein kinase (MAPK), a caseína 
cinase II e a ciclin-2 dependent kinase protein (CDK2)
67,68
. O mecanismo de interacção 
proposto envolve RP com componentes das MAPK ou MAPK regulados pela CDK que 
sensibiliza os RP após estímulos hormonais provenientes da superfície da célula
66
.   
A progesterona influencia o desenvolvimento de diversos tecidos, incluindo a 
glândula mamária. Os metabolitos da progesterona parecem ser independentemente 
activados como hormonas funcionais, promovendo o cancro e inibindo agentes 
reguladores
69
. A existência de um aumento da relação 5α-pregnano e 4-pregneno parece 
influenciar a transformação neoplásica da célula mamária. Existem estudos que sugerem 
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A detecção de RP envolve uma metodologia mais complexa que a detecção de 
RE, reportando-se prováveis casos catalogados erroneamente no passado. Os estudos 
revelam implicações prognósticas e terapêuticas dos RP, uma vez que a resposta à 
hormonoterapia adjuvante dos tumores RE e RP positivos apresenta um acréscimo de 
cerca de um terço em comparação com tumores RE positivos e RP negativos
70
. Um 
estudo sobre o comportamento metastático dos RP demonstrou perda da sua expressão 
na metástase em 40% dos casos, o que implicaria um prognóstico mais desfavorável
63,70
. 
Os tumores RE e RP positivos também foram associados a menor risco de recidiva e 
morte comparando com casos RE positivos e RP negativos
71
. 
A expressão dos RP é maior nas mulheres jovens e pré-menopáusicas, 
provavelmente à custa da presença de estrogénios. Apesar da utilidade dos RP como 
factor prognóstico não estar ainda bem delineada, as implicações prognósticas são à 
partida menores que as dos RE. Esta constatação ainda não permitiu uma correlação 
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6. Expressão HER-2 
 
O human epidermal growth factor receptor-2 (HER-2) é na actualidade um dos 
principais marcadores de cancro da mama, cuja importância poderá vir a igualar a dos 
RE. A sobreexpressão HER-2 foi claramente estabelecido o agravamento prognóstico 
no cancro da mama e envolvimento na sua etiologia. A grande vantagem da avaliação 
sistemática da sua expressão na prática clínica é a elegibilidade de doentes para a 
terapêutica com trastuzumab (Herceptin®). Em 2002/2003 a American Cancer Society 
recomendou a detecção de HER-2 em todos os diagnósticos de carcinoma invasivo da 
mama. A amplificação HER-2 estará presente em 10 a 34% dos cancros da mama
72,73
. 
O oncogene HER2/neu é codificado no cromossoma 17 e as células normais 
apresentam uma única cópia deste gene
74
. A expressão deste gene na célula epitelial 
mamária normal origina uma proteína transmembranar de 185-kDa com actividade 
tirosina cinase que regula o crescimento celular
75
. Em 25% dos cancros da mama o 
HER2 está amplificado 2 a 20 vezes em cada núcleo celular
74
. Esta amplificação origina 
aumento do número de receptores ErbB-2 (receptor da superfamília dos receptores 
epidermal growth factor derivado do oncogene dominante HER-2) na superfície da 
célula tumoral e promove activação de receptores desencadeando excessiva divisão 
celular e génese tumoral
76
. Deste modo são activadas múltiplas moléculas reguladoras 
como tirosina cinase, MAPK e AKT ou protein kinase B (PKB)
74,77
. 
A família de receptores do factor de crescimento epidérmico, inclui quatro tipos 
de receptores tirosina cinase, o ErbB-1 (EGFR), o ErbB-2 (HER2), o ErbB-3 e o ErbB-
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. Cada uma destas proteínas apresenta um domínio extracelular ao qual se pode ligar 
um ligando, um domínio transmembranar hidrofóbico e um domínio citoplasmático 
contendo actividade tirosina cinase
79
. Os receptores da família ErbB são activados pela 
ligação de factores de crescimento que induzem a dimerização dos receptores. A 
formação de dímeros tem como consequência a activação do domínio intracelular com 
actividade cinásica, ocorrendo auto ou trans-fosforilação de resíduos de tirosina
79
. 
Os tumores ErbB-2 positivos têm um comportamento biológico mais agressivo 
que os tumores ErbB-2 negativos e apresentam uma maior taxa de recidiva e uma menor 
sobrevivência
80
. O pior prognóstico foi associado a características patológicas mais 




A correlação entre a expressão ErbB-2 do tumor primitivo e a metastização axilar 
não é exactamente concordante. Descreve-se 77% de concordância em casos ErbB-2 
positivos e 95% nos casos ErbB-2 negativos
63
. A expressão de ErbB-2 nas metástases à 
distância poderá ter uma concordância maior (98%), apesar do número de casos ser 
pouco representativo e as localizações serem diferentes
83
.  
 A sobrexpressão HER-2 é o factor preditivo de resposta ao trastuzumab, o 
anticorpo monoclonal humano anti-ErbB-2. Em 1998 este fármaco foi aprovado pela 
Food and drug administration (FDA) para o tratamento de doença metastática em 
primeira linha, combinado com paclitaxel ou em monoterapia em doentes submetidos 
anteriormente a quimioterapia
74
. A introdução do trastuzumab como quimioterapia de 
primeira linha melhorou significativamente a taxa de resposta, o tempo de progressão e 
P A D R Ã O   D E   M E T A S T I Z A Ç Ã O   D A S   C É L U L A S    T U M O R A I S    D A   M A M A 





a sobrevivência global, comparando com quimioterapia isolada em doentes ErbB-2 
positivos com cancro da mama metastizado
84,85
. Os ensaios clínicos em quimioterapia 
adjuvante demonstraram uma clara melhoria do intervalo livre de doença e 
sobrevivência global neste grupo de doentes
86,87
. Estes trabalhos (NSABP B-31 e 
NCCRG N9831) demonstraram uma melhoria no intervalo livre de doença de 52% 
comparando com a quimioterapia isolada. Na sequência destes resultados, o 
trastuzumab foi aprovado em 2006 para tratamento adjuvante em combinação com 
quimioterapia para casos ErbB-2 positivos com metastização axilar
74
.  
O lapatinib é um fármaco de administração oral, com inibição tirosina cinase para 
o EGFR e ErbB2. Em fases pré-clínicas, o lapatinib inibiu o crescimento de diversos 
tumores humanos que sobreexpressam EGFR e ErbB-2, incluindo o cancro da mama
88
. 
Dada a capacidade de ligação aos receptores desprovidos de domínio extracelular, o 
lapatinib foi aplicado aos casos resistentes ao trastuzumab
89
. Os estudos clínicos que se 
sucederam vieram mostrar que o benefício do lapatinib era limitado aos doentes ErbB-2 
positivos com cancro da mama metastizado. Este fármaco em monoterapia mostrou 
resultados favoráveis na taxa de recidiva e nos casos refractários de carcinoma 
inflamatório da mama ErbB-2 positivos, com uma taxa de resposta de 62%
90
. A 
utilidade do lapatinib numa fase mais precoce da história natural do cancro da mama 
não foi ainda definida. Estão em curso alguns estudos como ALLTO e Neo ALLTO que 
estão a avaliar a eficácia do lapatinib isolado em comparação com trastuzumab como 
tratamento adjuvante e neoadjuvante. 
A expressão ErbB-2 também parece ter implicações na resposta à quimioterapia e 
à hormonoterapia. Os tumores ErbB-2 positivos com menor expressão de RE e alto grau 
P A D R Ã O   D E   M E T A S T I Z A Ç Ã O   D A S   C É L U L A S    T U M O R A I S    D A   M A M A 





citonuclear associam-se inevitavelmente a menores respostas à hormonoterapia
91,92
. Em 
terapêutica adjuvante com ciclofosfamida, metotrexato e 5-fluorouraciclo (CMF), não 
parecem existir diferenças no intervalo livre de doença e sobrevivência global em 
doentes ErbB-2 positivos vs. ErbB-2 negativos
93
. Por outro lado, a desregulação da 




Neste contexto, é portanto fundamental uma catalogação precisa da expressão 
ErbB-2. A FDA aprovou dois testes laboratoriais para a sua avaliação: a IHQ e 
fluorescence in situ hibridization (FISH). Estas metodologias são morfologicamente 
dirigidas, o que permite uma avaliação directa da célula tumoral, assim como a 
correlação com o aspecto morfológico e a possibilidade de se aplicar a amostras 
pequenas como as obtidas por biópsias.  
A avaliação por IHQ foi inicialmente aplicada nos ensaios clínicos com 
trastuzumab para determinação da expressão proteica CerbB2. A análise dos ensaios 
clínicos incluía os anticorpos monoclonais 4D5 (precursor murino do trastuzumab) e 
CB11, que são específicos de diferentes porções da proteína ErbB-2
74
. A relevância 
clínica do ErbB-2 é subjectivamente classificada de forma semiquantitativa entre 
valores de 0 a 3+, que reflectem o aumento da expressão da proteína CerbB2. Os 
ensaios demonstraram que a maior expressão ErbB-2 (3+) apresentava uma melhor taxa 
de resposta ao trastuzumab que a expressão 2+
95
. Assim, o nível de expressão 2+ é 
considerado ambíguo, pelo que necessita de confirmação subsequente. Actualmente a 
FDA aprovou 2 métodos por IHQ para avaliar o ErbB-2, o DAKO HercepTest assay que 
P A D R Ã O   D E   M E T A S T I Z A Ç Ã O   D A S   C É L U L A S    T U M O R A I S    D A   M A M A 





utiliza anticorpos policlonais de coelho e o Ventana PATHWAY assay que utiliza 
anticorpos monoclonais de rato. 
O teste por FISH está aprovado na prática clínica como alternativa à IHQ na 
análise da expressão ErbB-2. A utilização de moléculas de DNA marcadas permite a 
quantificação das cópias ErbB-2 no núcleo das células tumorais. O teste aprovado pela 
FDA (PathVyson assay) apresenta 2 colorações fluorescentes para analisar o número de 
sinalizações do gene HER-2 e o número de cópias do cromossoma 17 (CEP17) no 
núcleo celular
74
. A relação HER-2/CEP17 permite avaliar a distribuição da amplificação 
do gene e distingue das pseudoampliações devidas a múltiplas cópias do cromossoma 
17 (polissomias). 
Os casos catalogados por IHQ com 3+ apresentam forte concordância com a 
amplificação por FISH, sendo candidatos directos à terapêutica com trastuzumab. As 
situações em que a IHQ fornece informação do ErbB-2 de 0 ou 1+ correlacionam-se 
com a ausência de amplificação HER-2. Os casos dúbios (2+) por IHQ devem ser 
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7. Classificação molecular do cancro da mama 
 
O cancro da mama representa um grupo heterogéneo de tumores. Na prática 
clínica os doentes com cancro da mama são estratificados em três grupos principais: os 
tumores com RH positivos, que respondem a terapêuticas dirigidas aos receptores de 
estrogénios e quimioterapia; os tumores ErbB-2 positivos, candidatos à terapêutica 
dirigida com trastuzumab; e os tumores triplos negativos (TN), RH e ErbB-2 negativos, 
cuja única terapêutica sistémica disponível é a quimioterapia clássica. 
No entanto, esta estratificação prognóstica e os factores preditivos não são 
exactamente lineares em todos os doentes, reconhecendo-se que alguns doentes são 
tratados excessivamente e outros, por outro lado, serão subtratados. 
Estudos com caracterização da expressão a nível pós-transcripcional, iniciados por 
Stanford e colaboradores
97-99
, demonstraram uma variação sistemática no perfil de 
expressão. Assim, classificaram os tumores da mama em cinco grupos principais, dois 
em que existe expressão de RE, o luminal A e o luminal B e três que não expressam RE, 
o normal mama-like, o ErbB-2 e basal-like
97,98,100,101
. Os estudos subsequentes 
constataram que o grupo basal-like (BL) é constituído por tumores sem RH e sem ErbB-
2 mas expressam citoqueratinas (CKs) de alto peso molecular
102-104
. O perfil de 
expressão génica dos tumores BL assemelha-se ao habitualmente presente nas células 
basais e mioepiteliais da mama normal.  
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Estes subtipos moleculares parecem correlacionar-se consistentemente com o 
tumor primitivo e o aparecimento de lesões metastáticas anos depois
105
. A evolução 
clínica destes subtipos também difere, verificando-se uma maior sobrevivência no grupo 
dos luminal A, enquanto que os piores resultados foram relatados nos BL e nos ErbB-2 
positivos. Os tumores luminal B têm uma sobrevivência intermédia
98
. Os tumores que 
expressam RE corresponderam a luminal A ou B em 73%, 11% aos tumores ErbB-2 
positivos, 5% aos tumores BL e 12% aos tumores normal mama like. Por outro lado os 
tumores RE negativos representam os luminal A ou B em 11%, os tumores ErbB-2 
positivos em 32%, 50% os tumores BL e 7% os tumores normal mama-like
106
. Neste 
estudo, o subtipo tumoral teve impacto no intervalo de recorrência após tratamento, bem 
como na previsão da resposta patológica completa (pRC) após quimioterapia 
neoadjuvante. Alguns resultados discrepantes reforçam a importância de estabelecer um 
sistema de classificação que oriente adequadamente a terapêutica. 
O mamaprint é um array de RNA que avalia um perfil de expressão de 70 genes 
associados com o prognóstico de cancro da mama com gânglios axilares negativos. Esta 
metodologia provou ser um indicador prognóstico para intervalo livre de doença e 
sobrevivência global neste grupo de doentes
107
. Mais recentemente foi tentada a sua 
aplicação na previsão do benefício da quimioterapia. Os casos de pior prognóstico no 
perfil dos 70 genes estão associados a vantagem no tratamento sistémico
108
. O 
mamaprint necessita de extrair RNA mensageiro (RNAm) para análise, logo é 
necessário a congelação do fragmento tumoral ou preservação do mesmo em meio 
apropriado. 
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O 76-gene array corresponde a 60 genes de doentes com tumores RE positivos e 
16 genes de tumores RE negativos
109
. Esta assinatura genética identificou em doentes 
sem metastização axilar o risco de metastização à distância com uma sensibilidade de 
93% e uma especificidade de 48%
109
. A sensibilidade e especificidade para o intervalo 
livre de doença aos 5 anos foram de 90 e 50% respectivamente
110
. Também necessita de 
extracção de RNAm, com as contingências já mencionadas. 
O HOXB 13:IL17BR Array avalia 2 genes, o HOXB13 e o receptor da interleucina 
17B (IL17BR) que podem ser considerados preditivos do intervalo livre de doença
111
. A 
expressão destes receptores também foi associada a menor resposta ao tamoxifeno e 
metastização axilar
112,113
. Tem a vantagem de poder ser aplicado em peças fixadas com 
formol e em fragmentos em blocos de parafina. 
O oncotype DX, que utiliza a real time-polimerase chain reaction (RT-PCR) para 
um total de 21 genes, tem sido testado no contexto de avaliação prognóstica e como 
preditivo da resposta terapêutica
108
. Também podem ser utilizadas peças fixadas ou 
fragmentos em blocos de parafina. Na actualidade é o método mais utilizado na prática 
clínica, particularmente no contexto de prever o risco de recorrência, benefícios do 
tamoxifeno e quimioterapia com CMF em doentes sem metastização axilar e com 
tumores RE positivos
114
. As grandes limitações deste marcador são a orientação dos 
casos de risco intermédio, limitação a casos que expressam RE e os custos adicionais a 
um procedimento de rotina. 
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8. Tumores triplos negativos e tumores basal-like 
 
Os tumores TN representam 10 a 17% de todos os cancros da mama
115,116
. Estes 
tumores são os tumores mais frequentes em mulheres jovens (menos de 50 anos), 
manifestam-se no intervalo entre os rastreios (tumores de intervalo), apresentam um 
comportamento clínico mais agressivo e pior prognóstico apesar de responderem à 
quimioterapia convencional
103,104,117,118
. O interesse no estudo dos tumores TN começou 
por assentar na falta de terapêuticas alvo e a sobreposição com o perfil dos tumores BL. 
Também se destaca o intervalo estreito para o aparecimento da primeira metástase em 
relação aos outros subtipos
116
.  
Do ponto de vista anatomo-patológico, os tumores TN são predominantemente 
carcinomas ductais invasivos de alto grau, carcinomas metaplásicos ou 
medulares
116,117,119
. A presença de gânglios axilares positivos no momento do 
diagnóstico não é concordante entre os diversos trabalhos
116,117,120
. No entanto foi 
descrito que o tamanho do tumor primitivo não se correlaciona com a metastização 
axilar, ao contrário do que sucede noutro tipo de tumores
116
. 
Os tumores BL representam 15% dos cancros da mama
121
 e expressam genes 
semelhantes às células da camada basal/mioepitelial do tecido mamário normal e CK de 
alto peso molecular como a CK5/6, a CK14 e a CK7, a vimentina, a p-caderina, a αβ 
cristalina, a fascina e as caveolina 1 e 2
122-124
. 
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Estes tumores frequentemente não expressam RH nem ErbB-2 e são associados à 
expressão da p53, a genes de proliferação celular e ao EGFR em cerca de 60% dos 
casos
97,98,125
. Morfologicamente, os tumores BL são caracterizados por alto grau 
citonuclear, elevado índice mitótico, presença de necrose central e infiltrado 
linfocitário
126,127
. Cerca de 90% dos carcinomas metaplásicos e a maioria dos 
carcinomas medulares são tumores com fenótipo BL
125
. Os tumores BL apresentam um 
comportamento clínico agressivo
129,130
. A metastização preferencial deste subtipo 
parece ser a via hematogénica, pois apresentam menos frequentemente metastização 




Os carcinomas BL são preferencialmente RE, RP e ErbB-2 negativos
116
. Apesar 
desta sobreposição, não são inteiramente sinónimos. Os estudos com microarrays 
vieram salientar que entre 15 a 54% dos tumores BL expressam pelo menos um dos 
receptores, RE, RP ou ErbB-2
99
. Também se constatou que parte dos tumores TN 
engloba os tumores normal mama-like
130
. Este último grupo tem um melhor prognóstico 
que os tumores BL e não responde à quimioterapia neoadjuvante da mesma forma
130,132
. 
O subgrupo que expressa o fenótipo BL apresenta pior intervalo livre de doença. Por 
outro lado, os tumores TN respondem melhor à quimioterapia neoadjuvante com 
taxanos e antraciclinas
115
. Mais recentemente foi ainda sugerida semelhança entre 
tumores BRCA1 e os tumores TN e BL
133,134
. Os tumores com mutação BRCA1 
apresentam paralelismo morfológico com os tumores BL e do ponto de vista IHQ 
apresentam características dos tumores TN e BL
99,135
.  
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Deste modo reconhece-se que o grupo dos TN é heterogéneo. Os estudos actuais 
não permitem assumir os tumores TN e BL como sinónimos. O grande desafio nestes 
tumores assenta numa perspectiva terapêutica mais efectiva. Assim, existem estudos que 
os consideram com particular sensibilidade aos derivados do platinum e aos inibidores 
poli(ADP-ribose) polimerase-1 (PARP1) que actualmente estão a ser enquadrados em 
ensaios clínicos
136,137
. A PARP1 está envolvida na manutenção da integridade do 
genoma, actuando na reparação de quebras da molécula de DNA de cadeia única
138,139
. 
A inactivação desta reparação pela inibição PARP1 durante a fase S do ciclo celular, 
induz falhas na dupla cadeia de DNA. Este mecanismo pode conferir letalidade a células 











P A D R Ã O   D E   M E T A S T I Z A Ç Ã O   D A S   C É L U L A S    T U M O R A I S    D A   M A M A 






9. Metastização do cancro da mama 
 
As metástases definem-se como implantes tumorais descontínuos em relação ao 
tumor primitivo. As metástases são premissa de malignidade, uma vez que as neoplasias 
benignas não metastizam. O carácter invasivo das neoplasias malignas condiciona a 
penetração nos vasos sanguíneos, linfáticos e cavidades corporais, originando deste 
modo a disseminação.  
Quanto mais agressiva, de crescimento rápido e maior for a neoplasia primitiva, 
maior a probabilidade de sofrer metastização ou até de já se encontrar metastizada. No 
entanto esta regra não é linear, existem neoplasias pequenas e bem diferenciadas já 
metastizadas e, por outro lado, existem neoplasias de crescimento rápido e que 
permanecem localizadas durante anos. Assim, não é possível estabelecer uma relação 
linear entre a probabilidade de metastização e o exame histológico dos tumores. 
A metastização é um processo em cascata que envolve várias etapas sequenciais, 
múltiplos factores e interacções do hospedeiro. A disseminação do cancro da mama 
envolve uma série de processos, desde um estádio inicial in situ, progredindo para lesão 
invasiva e podendo assim adquirir potencial de metastização. 
No momento do diagnóstico de cancro da mama, estima-se que um terço dos 
doentes apresente já doença metastática
140
. O cancro da mama metastiza para diversos 
órgãos, constituindo o microambiente de cada órgão sede de metastização um factor 
atractivo para o surgimento de metástases. No entanto, ainda não está esclarecido, do 
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ponto de vista molecular quais os factores determinantes e específicos de cada 
localização
141
. Por outro lado, a célula tumoral pode possuir mutações precoces que 
levem inevitavelmente à metastização ou, este processo, pode ser desencadeado por 
fenómenos de selecção natural no processo de progressão tumoral
142,143
. Esta dicotomia 
permanece em debate. 
Estima-se que cerca de 1 milhão de células por grama de tumor primitivo entra na 
circulação diariamente
144
. À custa de múltiplos processos incluindo perda de adesão e o 
crescimento desregulado, as células tumorais que se libertam do tumor primário, 
migram através da membrana basal e matriz extracelular, intravasam e circulam pelos 
vasos linfáticos e/ou sanguíneos
141
. Nos locais à distância, as células extravasam, 
tornam-se aderentes, formando-se um novo foco com neovascularização, conforme 
esquematizado na figura 1. O processo de metastização resulta da activação de várias 
moléculas, como matrix metaloproteases (MPPs), oncogenes e moléculas de adesão 
celular. Sendo a metastização um conjunto de acontecimentos sequenciais, o bloqueio 
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Fig. 1 – Esquema representativo do processo de disseminação circulatória para órgãos à 
distância. 
 
As vias transdutoras de sinal envolvidas no processo de metastização são 
complexas. Os receptores tirosina cinase medeiam grande parte do processo de 
metastização, bem como a promoção da proliferação e são considerados alvos 
terapêuticos
146,147
. Os receptores tirosina cinase são activados na membrana celular com 
a ligação de um ligando, dimerizam e fosforilam um resíduo tirosina no domínio 
citoplasmático
148
. Os receptores mais estudados neste contexto são os da família EGFR 
(EGFR, ErbB2, ErbB3 e ErbB4). Como consequência, resulta a activação da β1 
integrina, phosphoinositide 3-kinase (PI3K) e da MAPK
149
. A sobre-regulação vascular 
endotelial growth factor (VEGF), a desregulação da MPP-9 e da heregulina também 
parecem relevantes nesta sinalização celular
150
. O IGF e as suas isoformas IGF-1 e IGF-
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2, foram também descritos neste processo complexo, tendo-se reportado a sua activação 
e sobreexpressão no cancro da mama
151
. A interacção da célula tumoral com a matriz 
extracelular é mediada por integrinas (α e β). Alguns mediadores actuam do exterior 
para o interior como focal adhesion kinase (FAK) e do interior para o exterior como a 
AKT e as cinases que se ligam a integrinas
152
. A osteopontina é uma proteína específica 
que se liga a integrinas, é produzida pelas células tumorais no osso e facilita esta 
metastização específica
153
. Existem ainda moléculas de adesão, como as caderinas, que 
contribuem para a metastização. Dentro destas, a E-caderina parece estar envolvida na 
adesão das células tumorais ao endotélio
154
. Esta molécula interage também com as 
cateninas, a actinina e a vimentina do citosqueleto, fortificando a adesão celular. A 
classe das proteases é outro grupo que interage nas vias de metastização, concretamente 
urokinase plasminogen activator (uPA) que activa as MPPs, contribuindo desta forma 
para a invasão. Foram já descritos alguns inibidores deste processo como tissue 
inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) e a maspina (inibidora da serina protease)
155
. 
Finalmente destaca-se o contributo de cascatas reguladoras da transcrição, das quais a 




A angiogénese é um fenómeno necessário à metastização. Para além do VEGF e 
fibroblast growth factor (FGF) que estão implicados neste processo, muitas outras 
moléculas desempenham um papel importante. O hipoxia inducicle factor-1 (HIF-1) 
parece estar directamente associado à activação do VEGF e outros indutores 
angiogénicos
157
. Porém, a hipoxia aumenta o potencial de invasão tumoral 
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independentemente da angiogénese, é também capaz de limitar a acção de drogas 
antiangiogénicas. 
As citocinas são proteínas segregadas pelas células no contexto de processos 
inflamatórios. Estas moléculas ligam-se a uma família de sete receptores 
transmembranares acoplados a proteínas G assim como a glicosaminoglicanos, 
componentes de proteoglicanos. O seu papel no processo de metastização pode ser a 
nível do controlo do infiltrado leucocitário, da manipulação da resposta imune do 
hospedeiro, da regulação da angiogénese, dos efeitos autócrino e parácrino do 
crescimento tumoral e da estimulação da motilidade celular. Foi descrita a desregulação 
da expressão dos receptores de citocinas como cytocin receptor specific for stromal-
derived-factor-1 (CXCR4) e C-C chemokine receptor type 7 (CCR7) em carcinomas 
invasivos da mama
158,159
. O ligando do CXCR4 e stromal-derived-factor-1 (CXCL12) 
está aumentado em diversas metástases de cancro da mama. A figura 2 enquadra de 
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Fig. 2 – Esquema representativo do processo de metastização e as moléculas que intervêm 
nas diversas etapas. Autocrine motility factor (AMF); cell motility factor receptor (cMET); 
nuclear factor kappa B (Nf-κB); cytocin receptor specific for stromal-derived-factor-1 
(CXCR4); vascular endotelial growth factor-C (VEGF-C); urokinase plasminogen 
activator receptor (uPAR); matrix metalloproteases (MMP); protein kinase B (PKB ou 
AKT); fibroblast growth factor (FGF); hipoxia inducicle factor-1 (HIF-1).    
 
Este processo parece pois muito complexo a nível celular e molecular, com 
diversos passos que se podem tornar alvo de supressão. Porém, para além de todas as 
moléculas referidas com capacidade de estimulação metastática, foram também 
descritas moléculas com a capacidade de supressão metastática. O breast cancer 
metastasis-suppressor 1 (BRSMS1) é um gene supressor metastático presente no 
cromossoma 11
160
. A expressão deste gene influencia diversos passos da metastização, 
como a expressão PI3K, AKT e está inversamente relacionado com a expressão do 
ErbB-2
161
. O Kang-ai 1 (KAI1 ou CD82/CD33/TIP30) foi associado a uma menor 
metastização de diversos cancros, incluindo o cancro da mama
144
. Parece estar 
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primordialmente envolvido na interacção com o endotélio vascular e nas células 
tumorais circulantes. O KISS1 é outro gene localizado no cromossoma 6 que parece 
inibir a progressão metastática
144
. A mitogen activated protein kinase kinase 4 (MKK4), 
o Non-metastatic clone#23 (Nm23), o Raf kinase inhibitor protein (RKIP) são outros 




10. Vias de metastização 
 
A metastização ganglionar tem sido o grande factor de valorização no 
estadiamento e também no prognóstico. Os gânglios linfáticos são locais onde são 
detectadas células tumorais e são frequentemente o primeiro local de disseminação 
metastática
141
. O GS é o primeiro gânglio linfático a receber células do tumor primário e 
o esvaziamento axilar apenas será executado nos casos de metastização do GS, evitando 
as morbilidades inerentes a procedimentos mais invasivos. Contudo, existem casos em 
que a metastização axilar é detectada antes do tumor primitivo
162
. Mesmo com gânglios 
negativos, 20% das doentes vão apresentar doença metastática, pois em cerca de 20% 
dos casos existe um desvio da circulação linfática
141
. Os vasos linfáticos são 
semelhantes aos vasos sanguíneos uma vez que são constituídos por endotélio e 
rodeados por músculo liso, porém os vasos linfáticos têm descontinuidades ou fenestras 
da membrana basal e não possuem tight junctions. O fluído que percorre a rede linfática 
tem uma velocidade de circulação menor que os vasos sanguíneos e não tem sistema de 
coagulação, pelo que a rede linfática é menos complexa do que a sanguínea. Contudo, a 
linfangiogénese parece ter um papel importante no desenvolvimento de metástases no 
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cancro da mama. O aumento da linfangiogénese do GS foi associada a invasão 
ganglionar adicional, o que pode traduzir um fenómeno de linfangiogénese entre 
gânglios linfáticos
163
. As citocinas VEGF-C e VEGF-D activam o VEGFR-3 nas células 
endoteliais linfáticas, desencadeando a linfangiogénese e metastização linfática. O 
VEGF-C no cancro da mama teve a capacidade de induzir linfangiogénese, crescimento 
tumoral e disseminação ganglionar regional e pulmonar
164
. Moléculas como o CD44 e 
integrinas estão implicadas na migração transendotelial e os receptores de citocinas 
como o CXCR4 e o CCR7 são associados à permanência das células tumorais nos vasos 
linfáticos
141
. As interacções que provocam a quimiotaxia para os gânglios, a retenção 
local, a sobrevivência e a proliferação, são fenómenos ainda por esclarecer. Neste 
contexto, seria desejável o estabelecimento de uma assinatura molecular da 
metastização linfática.   
 
O sangue periférico é uma das amostras mais importantes para o diagnóstico de 
diversas alterações. Os marcadores tumorais em circulação são avaliados no soro há 
vários anos, com o objectivo de se tornarem indicadores de cancro da mama 
metastizado e em progressão. Estes marcadores serológicos podem ser bons indicadores 
da carga tumoral, no entanto não dão informação quanto a doença residual. Apesar desta 
limitação, o sangue periférico parece a fonte ideal para monitorizar células tumorais em 
circulação. A obtenção da amostra é cómoda, minimamente invasiva e pode ser repetida 
em diferentes fases da doença.  
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Reconhece-se a possibilidade de metastização em doentes com gânglios 
negativos. Alguns autores reportaram presença de células tumorais em circulação em 
sangue periférico de doentes em estádios iniciais e sem metastização conhecida
165-167
. A 
disseminação hematogénica desempenha um papel preponderante na distribuição de 
células tumorais que serão núcleos de metástases. Esta via oferece uma potencial fonte 
de células tumorais em circulação e as amostras de sangue podem ser colhidas 
repetidamente. Assim, seria vantajoso desenvolver um método não doloroso, rápido, 
reprodutível e sensível para detectar células tumorais metastáticas. Apesar de muitas 
células tumorais circulantes serem apoptóticas
168
, uma fracção destas células circulantes 
tem capacidade de crescimento in vitro
169
.  
Os estudos com o objectivo de detectar células tumorais circulantes utilizam, de 
um modo geral dois tipos de técnicas, as baseadas na utilização de anticorpos e as 
técnicas que detectam ácidos nucleicos
170,171
. As análises baseadas em utilização de 
anticorpos mostraram a presença de células com características sugestivas de células 
tumorais em 0-100% dos doentes com tumores operáveis e em 3-100% dos doentes com 
doença disseminada
172
. As técnicas com ácidos nucleicos mostraram capacidade de 
detecção entre 0-88% dos tumores operáveis e 0-100% dos tumores metastizados
173
. 
Este largo espectro de resultados deriva de drásticas variações metodológicas. Alguns 
dos aspectos que contribuem neste sentido são: a heterogeneidade da população 
estudada, a preparação e o manuseamento da amostra, os critérios e o limiar de 
positividade, as técnicas analíticas e pré-analíticas e o número de marcadores
170,174
. As 
células tumorais em circulação podem ter implicações prognósticas, ser preditiva e 
monitorizar a eficácia da terapêutica sistémica. 
P A D R Ã O   D E   M E T A S T I Z A Ç Ã O   D A S   C É L U L A S    T U M O R A I S    D A   M A M A 





A medula óssea é o local isolado mais comum de metastização em doentes com 
cancro da mama
175
. A detecção de células tumorais na medula óssea por IHQ tem 
adquirido importância progressiva como marcador independente de doença recorrente 
ou sobrevivência dos doentes
176,177
. As células tumorais isoladas da medula óssea 
mostraram capacidade de crescimento clonal in vitro, indicando que estas células podem 
participar no recrudescimento do tumor e no desenvolvimento de doença metastática in 
vivo
169
. O estudo da medula óssea pode ser útil no diagnóstico de cancro da mama 
disseminado e na definição de um grupo de doentes com alto risco de recorrência. Os 
estudos preliminares de evidência IHQ de doença na medula óssea não detectaram cerca 




Actualmente está por definir se a medula óssea é um reservatório de células 
tumorais disseminadas que posteriormente se disseminam em outros órgãos ou se a 
presença de células tumorais pode reflectir a tendência das células se disseminarem e 
sobreviverem noutros órgãos e não apenas na medula óssea. A presença de células 
epiteliais (citoqueratinas positivas) no sangue periférico em doentes com doença 
metastática à distância sugere que podem ser libertadas células tumorais de metástases 
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11. Locais de metastização 
 
O primeiro local de metastização à distância dos tumores da mama é o osso, 
representando 46% dos casos. As metástases viscerais correspondem a 41% e cerca de 
3% são situações de metastização óssea e visceral simultânea
179
. A metastização óssea 




A metastização óssea tem habitualmente tradução clínica, raramente permanece 
de forma silenciosa. A morbilidade do esqueleto no cancro da mama foi já reportada 
desde finais do século XIX, reconhecendo-se que o envolvimento ósseo no cancro da 
mama não poderia ser apenas explicado pela embolização
181
. Assim, propõe-se a teoria 
“seed and soil” em analogia à sobrevivência das plantas, onde, o microambiente de um 
órgão serve de “solo fértil” para as células tumorais que aí se “semeiam”. No osso 
normal a actividade de reabsorção exercida pelos osteoclastos mantém um equilíbrio 
dinâmico com a formação óssea assegurada pelos osteoblastos. Na metastização 
também existe actividade osteolítica provocada pela produção de parathyroid hormone-
related protein (PTHrP) pelas células tumorais
182,183
. Sabe-se que cerca de 50 a 60% dos 
cancros da mama humanos expressam PTHrP. Por outro lado a actividade osteoblástica 
deriva de factores da célula tumoral que estimulam a formação óssea, como a 
endotelina, o TGF β, o FGF e o platelet-derived growth factor-β (PDGF- β). Nas 
metástases ósseas do cancro da mama, cerca de 73% apresentam lesões mistas, 
osteoblásticas e osteoclásticas, com predomínio desta última e em 23% são lesões 
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. O TGF β está presente no microambiente ósseo como 
consequência da reabsorção óssea, levando ao aumento da produção de PTHrP pelas 
células tumorais
185-187
. Estes processos são mediados pela via de sinalização Smad. O 
ligando do receptor activador do NFκB (RANKL) é libertado pelas células tumorais, 
osteoblastos e osteoclastos em resposta à presença de PTHrP, sendo uma molécula da 
família do tumor necrosis factor (TNF). Os osteoclastos possuem receptores RANK que 
pode ser inactivado pela osteoprotegerina, um inibidor do RANKL
188
. Assim, o 
mecanismo osteoclástico das metástases ósseas começa com a secreção tumoral de 
PTHrP que estimula os osteoclastos através da libertação de RANKL. O TGF-β e o IGF 
estimulam maior produção de PRHrP e assim estabelece-se um ciclo vicioso
181
, 
esquematizado na figura 3. 
 
 
Fig.3 – Mecanismo de actividade osteolítica nas metástases. Receptor activador do NFκB 
(RANK), parathyroid hormone-related protein (PTHrP), transforming growth factor β 
(TGF β), insulin-like growth factor (IGF)  
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A metastização pulmonar tem sido outro desafio, quer na orientação clínica, quer 
nos trabalhos de investigação sobre os processos em causa, particularmente 
moleculares. Foi proposta uma assinatura genética da metástase pulmonar, incluindo 18 
genes responsáveis pelo crescimento tumoral e pela metastização pulmonar in vivo
189
. 
Torna-se particularmente relevante esta análise no contexto dos tumores RE negativos, 
que têm um maior risco de recidiva pulmonar
190,191
. A maioria destes genes codifica 
proteínas de superfície e outras responsáveis pela interacção entre a célula tumoral e o 
microambiente. Estes genes suportam a angiogénese, entrada da célula tumoral em 
circulação e saída da célula tumoral dos capilares pulmonares e a sua entrada no 
parênquima pulmonar
192
. Algumas das moléculas envolvidas são o EGFR, ligando da 
epirregulina, a ciclooxigenase 2 e as MMP 1 e 2. 
 
Após a metastização hepática a sobrevivência das doentes sofre um declínio 
marcado, cerca de 14 meses. A resposta à terapêutica sistémica ronda os 57%
193
. O 
maior desafio terapêutico futuro, neste caso, pode ser a imunomodulação dado que o 
fígado é um órgão do sistema reticuloendotelial
194
. A infusão regional de interleucina 2 
(IL-2) e de TNF α através da artéria hepática ou veia porta mostraram melhores 
resultados quando associados à quimioterapia do que a quimioterapia isolada
195
.   
 
A metastização cerebral representa 15% das doentes com cancro da mama 
metastático e é reportada uma sobrevivência média de 16 meses
196
. A barreira hemato-
encefálica é constituída por capilares com células endoteliais não fenestradas e com 
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tight junctions contínuas. Esta anatomia funciona como uma barreira física para a 
passagem de células tumorais, mas também um santuário para as terapêuticas 
sistémicas. Deste modo, os mecanismos envolvidos na metastização central estão ainda 
por esclarecer. O VEGF parece modular a migração de células tumorais mamárias e 
regular a permeabilidade da microcirculação cerebral
197
. Um estudo que avaliou 
metástases cerebrais e correlacionou a sua expressão em tumores primitivos sugere que 
as MMP9 e a p53 estão sobreexpressadas em carcinomas que metastizam para o cérebro 
e que este fenótipo se mantém na metástase. Globalmente parece existir um 
desequilíbrio entre as MMP9 e a TIMP1 na metástase. A expressão de E-caderina não 
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A estratificação dos cancros da mama permite diferenciar três grupos de doentes: 
as portadoras de cancros da mama que expressam RH, os que são positivos para o 
HER2 positivos e os que não apresentam nenhuma das características referidas, sendo 
referenciados como cancros da mama TN. O comportamento destes três grupos ainda 
não está claramente definido, mas inclui diferenças na resposta à terapêutica, no risco de 
recidivas e na sobrevida global das doentes. Adicionalmente, o processo de 
metastização tem um enorme impacto na história natural do cancro. Neste contexto 
parece importante delinear a caracterização do comportamento metastático de diferentes 
tipos de células tumorais da mama.  
Este projecto de investigação pretende avaliar a metastização in vivo das células 
tumorais da mama triplas negativas (HCC1806) comparando com células tumorais que 
expressam receptores hormonais e Her2 negativas (MCF7). 
Pretende-se determinar os locais de embolização inicial das células tumorais in 
vivo, assim como a presença de metástases após a injecção celular. No modelo in vivo 
realizam-se estudos de imagem molecular com recurso à medicina nuclear através da 
admistração de radiotraçadores derivados dos diosfonatos, capazes de diagnosticar 
metástases ósseas e derivados dos isonitrilos, moléculas que permitem avaliar o 
metabolismo tumoral. 
Posteriormente, objectiva-se a caracterização anatomo-patológica da 
metastização, particularmente do fígado, do pulmão e do cérebro, bem como todos os 
órgão com metastização macroscópica. A caracterização morfométrica das metástases 
tem o intuito de quantificar a metastização diferencial dos dois tipos celulares.  
P A D R Ã O   D E   M E T A S T I Z A Ç Ã O   D A S   C É L U L A S    T U M O R A I S    D A   M A M A 




Finalmente, pretende-se avaliar o fenótipo das lesões secundárias e estabelecer 
comparação de acordo com a célula inoculada, concretamente considerando os RE, os 
RP e o HER2, assim como a expressão na metastização de CK basais (5/6), implicadas 















CAPÍTULO III  
MATERIAL E MÉTODOS 
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A disseminação hematogénica do cancro da mama pode repercutir-se numa 
grande diversidade de locais de metastização. A saída da circulação e eleição de um 
determinado tecido onde, após embolização, tenham a capacidade de crescer tem 
justificações ainda desconhecidas. Para aprofundar o conhecimento sobre o 
comportamento das células tumorais da mama na circulação e caracterizar a 
mestastização dos órgãos alvo, procedeu-se a um conjunto de metodologias que se 
sistematizam de seguida. 
 
1. Estudos in vitro – Culturas celulares 
 
Para a realização deste trabalho escolheram-se duas linhas celulares de cancro da 
mama humano com diferentes características relativamente à expressão de receptores 
hormonais e à expressão do HER2. Assim, foram adquiridas duas linhas celulares, uma 
linha de adenocarcinoma da mama, designada por MCF-7, que expressa RE e RP e 
outra linha de carcinoma da mama de células escamosas designada por HCC1806, que 
não expressa RE, RP nem ErbB-2. Ambas as linhas foram obtidas na American Type 
Culture Collection (ATCC). Após recepção, as linhas celulares foram descongeladas e 
propagadas em meios de cultura apropriados, à temperatura de 37ºC e em atmosfera 
com 5% de CO2 (HeraCell 150). Para a linha celular MCF-7 utilizou-se o meio 
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Sigma D–5648) suplementado com 
100 M de piruvato de sódio (Gibco–11360), e para a linha HCC1806 o meio Roswell 
Park Memorial Institute–1640 (RPMI–1640). Ambos os meios de cultura foram 
suplementados com 10% de soro bovino fetal (Gibco 2010-09) e 1% de antibiótico (100 
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U/ml de penicilina e 10 g/ml estreptomicina (Gibco 15140-122)).  
Para a realização dos estudos in vivo, as linhas celulares foram propagadas com o 
objectivo de serem injectadas na veia da cauda de ratinhos Balb/c nu nu fêmeas. Assim, 
as culturas celulares após lavagem com uma solução tampão, phosphate-buffered saline 
(PBS), foram incubadas com 3 ml de uma solução de tripsina-EDTA a 0,25% (Gibco 
25200) durante três minutos para que ocorra a separação celular. De seguida, 
adicionaram-se cerca de 8 ml de meio de cultura para inactivar a tripsina e centrifugou-
se a suspensão celular a 1000 rpm durante 5 minutos (Heraeus Multifuge 1L-R; raio do 
rotor 18,7cm). Após a centrifugação, as células foram contadas recorrendo ao método 





2. Estudos in vivo 
2.1 Administração das células tumorais MCF-7 e HCC1806 
Para a realização dos estudos in vivo, foram utilizados 40 ratinhos Balb-c nu/nu 
fêmeas com idade entre as 4 e 6 semanas e com massas totais que variaram entre as 18 g 
e as 22g. A escolha destes animais justifica-se pelo facto de serem animais atímicos e 
deficientes em células T, pelo que não rejeitam células humanas, o que permite o desen-
volvimento de tumores humanos após a implantação de células tumorais heterólogas.  
Para o estudo experimental foram considerados 3 grupos, um deles constituído por 
animais injectados na veia da cauda com células MCF7 (n=17), outro injectado também 
na veia da cauda com células HCC1806 (n=13) e um grupo controlo (n=10) sem 
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qualquer injecção celular. As células, após a preparação descrita, foram marcadas com 
99m
Tc-HMPAO (Hexamethylpropyleneamine Oxime) de acordo com Bassa et al.
200
 com 
o objectivo de, após a sua administração, avaliar qual ou quais os locais de distribuição 
e fixação. Para isso, a administração das células marcadas foi realizada com os animais 
colocados em decúbito ventral sobre o detector de uma câmara de raios gama (GE 
400AC, Milwakee, USA) acoplada a um colimador de orifícios paralelos de alta 
resolução e de baixa energia, ao mesmo tempo que foi adquirida uma sequência 
dinâmica de imagens, para matrizes de 128x128 elementos de resolução, o que permitiu 
perceber a trajectória das células até ao ou aos locais de embolização. Este 
procedimento foi realizado para as duas linhas celulares referidas e o número de células 
injectadas foi da ordem de 1,5×10
6
 células. 
A aquisição dinâmica foi realizada para o computador GenieAcq que controla a 
câmara de raios gama e foi constituída por 60 imagens de duração individual de 10 
segundos, com matriz de 128x128 pixels com um zoom de 2. As imagens depois de 
adquiridas foram transferidas para uma estação de trabalho XELERIS, onde foram pro-
cessadas.  
Para a administração das células e aquisição das imagens os ratinhos Balb/c nu/nu 
normais, foram anestesiados com uma solução de ketamina (77%) e cloropromazina 
(23%) administrada por via subcutânea.  
 
2.2 Imagiologia Nuclear – Radiofármacos utilizados 
Sete a oito semanas após a injecção das linhas celulares e com o objectivo de 
avaliar e caracterizar a existência de metástases foram realizadas imagens com dois 
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A medicina nuclear, através da administração de radiofármacos com diferentes 
afinidades bioquímicas, permite a avaliação de diferentes vias metabólicas in vivo. 





M, não se verificam efeitos farmacológicos, pelo que a informação 
obtida é sobre o estado fisiológico do órgão alvo. 
A maioria dos radiofármacos resulta da combinação de um radionuclídeo com um 
componente biologicamente activo. O radionuclídeo mais utilizado em imagiologia 
nuclear é o tecnécio-99 metastável (
99m





Tc, sistema que contém um radionuclídeo pai com um período de 
semi-desintegração (T1/2) longo (
99
Mo, T1/2 = 66 horas) e que dá origem a um radionu-
clídeo filho com período de semi-desintegração curto (
99m
Tc, T1/2 = 6 horas).  
O Sestamibi, derivado dos isonitrilos, está comercialmente disponível, o 2-
metoxibutilo-isonitrilo (MIBI– Cardiolite®, Bristol-Myers and Squibb) Esta formulação 
farmacêutica é composta por 1 mg de 2-metoxibutilo-isonitrilo, 0,075 mg de 
SnCl2.2H20 e 1 mg de cloridrato de cisteína monohidratado (C3H7NO2S.HCl.H2O) e foi 
marcada com 99mTc, formando-se o complexo 
99m
Tc-Sestamibi. Este traçador é um 
catião monovalente e lipofílico cuja captação é realizada por difusão passiva, assim 
como pela diferença de potencial eléctrico através da membrana mitocondrial. Tendo 
por base estes mecanismos, a sua captação é maior nos tecidos ou órgãos ricos em 
mitocôndrias, pelo que está indicado para a detecção de patologia proliferativa, 
nomeadamente oncológica.  




Tc-HMDP) é um derivado 
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dos difosfonatos, que após injecção endovenosa é extraído rapidamente da corrente 
sanguínea para se fixar no compartimento ósseo, onde se acumula nas zonas 
osteogeneticamente activas, apresentando como principais características a baixa 
ligação às proteínas, o que favorece a excreção renal, assim como uma ligação 
eritrocitária desprezável, tornando-se um dos radiotraçadores de eleição para a detecção 
de metástases ósseas. 
A formulação farmacêutica comercialmente disponível é o Medronate II Agent 
(Ge Healthcare, Bucckingamshire, United Kigdom) e é constituída por 6,25 mg de 
medronato de sódio, 0,34 mg de fluoreto estanhoso e 2 mg de p-aminobenzonato de 
sódio. 
 
2.2.1 – Preparação e Controlo de qualidade do 99mTc-MIBI 
Para a obtenção do radiofármaco 
99m
Tc-MIBI, adicionaram-se cerca de 1850 MBq 
de 
99m
Tc em 4 mL de uma solução isotónica de NaCl 9‰ à formulação farmacêutica, de 
acordo com as indicações do fabricante. Imediatamente após a dissolução, a solução foi 
aquecida à temperatura de 100ºC durante 10 minutos para que se dê a marcação. 
Após o procedimento de marcação, o radiofármaco obtido foi sujeito a testes de 
controlo de qualidade que incluíram a determinação do pH pelo método de comparação 
de cores (pH-Fix 4.5-10.0, Machenerey-Nagel) e determinação da pureza radioquímica 
recorrendo à microcromatografia ascendente em camada fina. No caso das marcações 
com 
99m
Tc as principais impurezas radioquímicas são o pertecnetato livre e as formas 
coloidais resultantes da hidrólise do pertecnetato, que se constituem em complexos de 
tecnécio reduzido-hidrolizado não ligado. Deste modo, a pureza radioquímica de um 
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Tc é expressa em percentagem de actividade presente na forma química 
desejada relativamente à radioactividade total. No caso presente, para o 99mTc-MIBI, 
havia a possibilidade de existirem duas espécies contaminantes para além do 
radiofármaco pretendido. Assim para a determinação das duas fracções, utilizámos um 
sistema de microcromatografia. Este sistema utiliza para fase estacionária tiras de 7,5 
cm de comprimento e 2,5 cm de largura de óxido de alumínio sobre plástico da Baker-
Flex #1 B-F, e para fase móvel o etanol 100% p.a. Merck. Neste sistema de 
microcromatografia o 
99m




 e o 
99m
Tc-reduzido-hidrolizado não ligado permanecem na origem, de acordo 






Fig.4 – Sistema microcromatográfico para o 99mTc-MIBIque possui para fase estacionária o 
óxido de alumínio sobre plástico e para fase móvel o etanol 100% p.a.. 
 
Antes da realização da microcromatografia para a quantificação do radiofármaco e 
dos contaminantes acima referidos, a tira é referenciada com finos traços a lápis a 1,5 
cm, 4 cm e 6,5 cm, da base para o topo. Estes traços marcam a origem (Rf=0), o ponto 
médio (Rf=0,5) e a frente do solvente (Rf=1), respectivamente. Desta maneira a tira fica 
dividida em duas porções. Um centímetro cúbico de solvente é colocado num frasco de 
vidro de 10 cm
3
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traço transversal, a 1,5 cm da extremidade inferior da tira e que referencia a origem 
colocou-se previamente 2 µl de etanol 100% p.a. Merck e de seguida 2 µl do complexo 
99m
Tc-MIBI. A tira, depois de seca, foi então colocada dentro do frasco de vidro, em 
posição vertical, tendo em atenção que, o traço que marca a origem deve estar acima do 
nível do solvente. Após a frente do solvente atingir o traço de referência que se encontra 
a 1 cm da extremidade superior, retirou-se a tira, secou-se, cortou-se pelas marcas e 
separaram-se as partes, inferior e superior, para tubos devidamente identificados. Estes 
tubos, com as porções das tiras, foram contados num contador de poço (DPC Gamma 
C12). Para este radiofármaco, a quantidade percentual de cada fracção é dada pelas 
CPM (contagens por minuto) da metade da tira considerada em relação às CPM da tira 










2.2.2 – Preparação e Controlo de qualidade do 99mTc-HMDP 
Para a obtenção do radiofármaco 
99m
Tc-HMDP, adicionaram-se cerca de 11840 
MBq de 
99m
Tc em 8 ml de uma solução isotónica de NaCl 9‰ à formulação farmacêu-
tica, de acordo com as indicações do fabricante. Após a dissolução, a solução necessitou 
de um período de 20 minutos de incubação para que se desse a reacção de marcação. 
Posteriormente ao procedimento de marcação, o radiofármaco obtido foi, do 
mesmo modo, sujeito a testes de controlo de qualidade com procedimentos semelhantes 
aos descritos anteriormente para o 
99m
Tc-MIBI. 
Igualmente neste caso e de acordo com o fabricante existem duas espécies 
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contaminantes, o pertecnetato livre e o tecnécio reduzido-hidrolizado não ligado. Para a 
determinação destas duas espécies contaminantes, para além do radiofármaco 
pretendido, utilizámos dois sistemas independentes de microcromatografia, como 
recomendado pelo fabricante. Para a determinação do tecnécio livre utilizámos para fase 
estacionária, tiras de 20 cm de comprimento e 2,5 cm de largura de Instant Thin Layer 
Cromatography Sílica Gel (ITLC-SG, Pall Corporation) e como fase móvel 
metiletilcetona (MEK p.a., Merck). Para quantificar o tecnécio reduzido-hidrolizado não 
ligado utilizámos a mesma fase estacionária, com as mesmas dimensões, e fase móvel 
uma solução de acetato de sódio numa concentração de 1 M. 
No primeiro sistema cromatográfico acima referido, o 
99m
Tc-reduzido-hidrolizado 
não ligado e o 
99m























Fig.5 - A – Sistema 1que possui como fase estacionária papel ITLC-SG e como fase móvel 
metiletilcetona. B – Sistema 2 que possui como fase estacionária ITLC-SG e como fase 
móvel acetato de sódio 1M. 


















P A D R Ã O   D E   M E T A S T I Z A Ç Ã O   D A S   C É L U L A S    T U M O R A I S    D A   M A M A 





dos contaminantes acima referidos, a tira é referenciada com finos traços a lápis a 2,5 
cm, 10 cm e 17,5 cm, da base para o topo. Estes traços marcam a origem (Rf=0), o 
ponto médio (Rf=0,5) e a frente do solvente (Rf=1), respectivamente. Desta maneira, a 
tira fica dividida em duas porções. Um centímetro de altura de solvente é colocado num 
frasco de vidro apropriado para cromatografia ascendente. Sobre o primeiro traço 
transversal, a 2,5 cm da extremidade inferior da tira e que referencia a origem 
colocaram-se 2 µl do complexo 
99m
Tc-MDP. A tira, de seguida, foi então colocada 
dentro do frasco de vidro, em posição vertical, tendo em atenção que, o traço que marca 
a origem deve estar acima do nível do solvente. Após a frente do solvente atingir o traço 
de referência que se encontra a 2,5 cm da extremidade superior, retirou-se a tira, secou-
se, cortou-se pelas marcas e separaram-se as partes, inferior e superior, para tubos 
devidamente identificados. Estes tubos, com as porções das tiras, foram contados num 
contador de poço (DPC Gamma C12) com detector de Iodeto de sódio activado com 
tálio [NaI(Tl)], obtendo-se para cada porção as contagens por minuto (CPM), que 
correspondem ao número de interacções com o cristal detector presente no contador de 
poço. O número de interacções no cristal é proporcional à actividade presente em cada 
porção da tira, o que torna possível a quantificação de cada composto da mistura.  
A quantidade percentual de cada componente é dada pelas CPM do componente 
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A % de consiste em
99m
Tc-reduzido-hidrolizado não ligado consiste: 
100  Hid-Red-Tc% 
sistema 1º  todatira





A pureza radioquímica do radiofármaco 
99m
Tc-MDP traduz-se: 
 Hid-Red - Tc%  TcO% 100 99m499m    
 
2.2.3 Imagiologia com os radiofármacos 
Para os estudos de imagiologia nuclear utilizaram-se ratinhos Balb/c nu/nu fêmeas 
após anestesia, segundo o protocolo atrás referido. As imagens com 
99m
Tc-HMDP foram 
obtidas 6 semanas após a injecção das células. Após a anestesia e imediatamente após a 
injecção de 17,6±13,3 MBq de 
99m
Tc-HMDP na veia dorsal da cauda, iniciou-se a 
aquisição dinâmica utilizando a câmara-gama (GE 400 AC), com um colimador de 
orifícios paralelos de alta resolução e baixa energia, acoplada a um computador de 
aquisição GenieAcq, que a controla. Esta aquisição dinâmica foi realizada para matriz 
de 128x128 pixels, com um zoom de 2, durante 10 minutos, 30 segundos cada frame. 
Seguidamente, adquiriram-se imagens estáticas para matrizes de 256x256 elementos de 
resolução, com duração individual de 2 minutos, e igualmente com zoom 2, aos 30, 60, 
90 e 120 minutos após a administração do 
99m
Tc-HMDP. As imagens depois de 
adquiridas foram transferidas para uma estação de trabalho XELERIS, onde foram pro-
cessadas. 
O processamento consistiu no desenho de regions of interest (ROIs) sobre as 
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projecções tumorais de modo a obter curvas actividade/tempo que traduzem o 
comportamento do radiofármaco ao longo do tempo. Com esta curva é possível calcular 
parâmetros característicos que permitiram inferir acerca da dinâmica do 
99m
Tc-HMDP 
nas áreas tumorais. 
Sete dias após a administração de 
99m
Tc-HMDP, procedeu-se à injecção de 
17,6±13,3 MBq de 
99m
Tc-MIBIna veia dorsal da cauda. Realizou-se um protocolo 
imagiológico semelhante ao descrito anteriormente, com uma aquisição dinâmica inicial 
com a duração de 10 minutos, 30 segundos cada frame, com uma matriz de 128x128 
pixels e zoom 2, seguida de imagens estáticas com matriz de 256x256 elementos de 
resolução de imagem, com duração individual de 2 minutos, e igualmente com zoom 2, 
aos 30, 60, 90 e 120 minutos após a administração do 
99m
Tc-Sestamibi. As imagens 
então adquiridas foram transferidas para uma estação de trabalho XELERIS, onde foram 
processadas. 
O processamento consistiu em desenho de ROIs sobre as projecções tumorais, a 
obtenção de curvas actividade/tempo e cálculo de parâmetros característicos que 
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3. Estudos ex vivo 
 
O sacrifício dos animais decorreu 8 semanas após a injecção das células tumorais, 
por deslocamento cervical, de acordo com a legislação em vigor. Foi realizada a 
autópsia com colheita de órgãos tais como pulmão, fígado, cérebro, rins, baço, útero e 
ovários, bem como todas as localizações macroscopicamente suspeitas de 
desenvolvimento de metástases.  
Após a colheita, cada órgão de interesse foi medido e pesado. Relativamente ao 
pulmão, foi feita a separação dos diferentes lobos, considerando-se do pulmão direito 
um fragmento do lobo cranial, médio, caudal e acessório e do lobo esquerdo um 
fragmento médio e outro inferior. O fígado foi também dividido em lobo esquerdo 
lateral, esquerdo médio, direito médio e direito lateral. O cérebro foi separado em 
cérebro anterior e posterior. Os fragmentos dos órgãos foram imediatamente 
preservados em formol tamponado. 
 
3.1 Histologia e morfometria 
Cada fragmento de órgão fixado foi submetido a inclusão em parafina, corte 
aleatório e colocação sobre lâminas. Posteriormente foram submetidos à técnica de 
coloração base com hematoxilina e eosina (H&E).  
Em cada secção de fragmento pulmonar e hepático foi avaliada a presença de 
metástases. Todas as lâminas com imagens sugestivas de localizações secundárias 
foram fotografadas. Posteriormente as imagens foram analisadas através do desenho de 
ROIs, o que permitiu obter parâmetros relativos à área total de pixels. 
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A análise por IHQ foi realizada em secções de tecidos fixadas em formol 
tamponado e posteriormente incluídas em parafina. Foram seleccionados 9 casos do 
grupo MCF7 e 8 casos do grupo HCC1806, de acordo com a representatividade da 
metástase. Foi avaliada a marcação de RE (REα referência N1575 Dako®), RP 
(RP.AB2, referência RP-MS-192-TO Neomarkers
®
),C-erb/HER-2/neu ( referência RB-
9040-R7 Thermo
®
) e CK5/6 (referência IR780 Dako
®
). 
Para os RE, RP e CK5/6 foi atribuído um score semi-quantitativo baseado na 
intensidade e proporção de células tumorais marcadas (0, +, ++, +++). O valor de cut-off 
de positividade foi 10% de marcação.  
Para o HerbB-2 foram utilizados os critérios da FDA, considerando-se 0 sem 
marcação, 1+ marcação fraca em menos de 30% das células, 2+ marcação completa da 
membrana em menos de 10% das células, 3+ marcação intensa e uniforme da 
membrana em pelo menos 30% das células. Considerada marcação relevante para a 
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4. Análise estatística 
 
Para estudar o significado estatístico dos dados da histologia e morfometria e após 
avaliação e confirmação da normalidade das distribuições relativas às variáveis 
quantitativas, através do teste de Kolmogorov-Smirnov, compararam-se os valores 
médios obtidos em cada parâmetro através da ANOVA com comparações múltiplas 
post-hoc pelo teste de Tukey sempre que se justificasse. 
Utilizou-se a análise de regressão logística iterativa, por blocos, e análise de 
regressão logística pelo método enter para identificar possíveis preditivos de 
metastização hepática (a confirmar futuramente dada a reduzida dimensão da amostra 
para este tipo de técnica estatística), escolhendo-se o método que mostrar melhor ajuste 
aos dados através do teste de Hosmer-Lemeshow. Os resultados foram confirmados 
recorrendo a análise de componentes principais categórica. 
Na análise dos dados referentes à marcação por IHQ foi utilizado o teste de 
McNemar. 
Todos os resultados foram avaliados ao nível de significância de 0.05, e obtidos 


















CAPÍTULO IV  
RESULTADOS 
 
P A D R Ã O   D E   M E T A S T I Z A Ç Ã O   D A S   C É L U L A S    T U M O R A I S    D A   M A M A 





Os métodos descritos anteriormente foram aplicados com o intuito de distinguir a 
disseminação hematogénica in vivo característica de cada tipo celular de cancro da 
mama, concretamente de células que expressam RH e as triplas negativas. 
Estruturam-se os resultados de acordo com os estudos imagiológicos e análise ex 
vivo, incluindo estudo morfométrico e IHQ. 
A figura 6 representa os três grupos considerados. Diferenciam-se os animais 




Figura 6 - Esquema representativo dos grupos de ratinhos balbc nu nu sujeitos aos estudos 
experimentais. 
 
1. Estudos imagiológicos 
 
Após a propagação das células em cultura e de acordo com o procedimento já 
descrito, estas foram marcadas com 
99m
Tc-HMPAO e injectadas na veia da cauda dos 
ratinhos Balb/c nu nu. Após a injecção das células e a realização de imagens dinâmicas 
observou-se um padrão de embolização, verificando-se marcação predominante em 
localização pulmonar, como se pode observar na figura 7. Ao longo de duas horas, 
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Para detectar focos de metastização foram realizadas imagens estáticas utilizando 
como radiofármacos o 
99m
Tc-MIBI e o 
99m
Tc-HMDP 7 a 8 semanas após a injecção de 
células tumorais. 
Como as metástases mais frequentes do cancro da mama têm localização óssea, 
utilizou-se um derivado de fosfonatos, o 
99m
Tc-HMDP, para avaliar a existência de 
eventuais metástases. Por outro lado, a utilização de um derivado dos isonitrilos, o 
99mTc-MIBI, justifica-se pois a sua captação está relacionada com a lipofilia, a qual 
influencia a entrada por difusão passiva na célula ao mesmo tempo que a carga positiva 
faz com que sofra uma forte atracção electrostática pela membrana interna da 
mitocôndria carregada negativamente. De facto, dadas estas características, 90% do 
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99mTc-MIBI concentra-se na mitocôndria sendo pois um radiofármaco que dá 
informação acerca da localização de tumores. 
Após o desenho de ROIs sobre as projecções dos órgãos alvo nas imagens 
adquiridas com os diferentes radiofármacos verificou-se que não existiam diferenças 
significativas entre as contagens obtidas nas ROIs dos animais controlo e dos animais 
injectados com as duas linhas celulares de tumores da mama. No entanto, com os 
radiofármacos utilizados foram detectadas possíveis focos de metastização.  
Num animal injectado com células MCF-7 foi possível visualizar com 
administração de 
99m
Tc-HMDP a existência de uma hiperfixação de radiofármaco em 
diferentes zonas representativo de possíveis focos de metastização óssea (figura 8). Para 
além disso em outro animal injectado com a mesma linha celular foi possível observar 
que após a adminsitração de 
99m
Tc-MIBI verificou-se um aumento da captação a nível 
pulmonar e na região pélvica, indicativo de possíveis focos de metastização, como 





Figura 8 - a) Imagem estática obtida após a administração de 
99m
Tc-HMDP. Imagem 
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2. Estudos ex vivo 
 
Os animais injectados com células tumorais foram sacrificados 8 semanas após a 
injecção de cerca de 1,5x10
6
 células tumorais na veia da cauda. Na tabela I descrevem-
se as dimensões dos animais bem como da massa de acordo com o grupo considerado. 
Verificou-se que os grupos de ratinhos, consoante as células injectadas, eram 
homogéneos relativamente a estas características (respectivamente p = 0,161, p = 0,531 
e p = 0,975 para cada dimensão considerada).  
 













MCF7 17 22,7 2,6 17,2 28,7 
HCC1806 13 23,1 2,5 19,3 26,8 
Controlo 10 21,2 1,6 19,3 24,2 






MCF7 17 17,7 0,9 16 20 
HCC1806 13 17,7 1,0 17 20 
Controlo 10 17,3 0,8 16 18 






MCF7 17 8,6 0,7 7 10 
HCC1806 13 8,6 0,7 8 11 
Controlo 10 8,5 0,5 8 9 
Total 40 8,6 0,7 7 11 
 
 
No grupo de animais injectados com células MCF7 identificaram-se dois casos 
com metástases macroscópicas extra pulmonares ou hepáticas. Num dos casos descreve-
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se uma neoformação com origem no fémur esquerdo, com cerca de 15x16x14 mm, 
infiltrando os tecidos adjacentes, arredondada, de limites irregulares, dura e de 
coloração esbranquiçada. O outro caso correspondeu a uma metástase pélvica, aderente 
ao retroperitoneu e desviando o útero para a esquerda, medindo cerca de 10 mm de 
maior eixo. Apresentava forma ovalada, superfície irregular e coloração amarelada. A 
secção revelou macroscopicamente necrose central.  
 
2.1 – Metastização pulmonar 
 
Todos os animais injectados com células tumorais (n=30) apresentaram focos de 
metastização pulmonar no estudo histológico. A tabela II sistematiza a distribuição da 
metastização pelos lobos pulmonares. 
 
Tabela II – Distribuição da metastização pelos lobos pulmonares. 
Lobo pulmonar Sim Não 
Direito cranial 28 (70,0%) 12 (30,0%) 
Direito medial 27 (67,5%) 13 (32,5%) 
Direito caudal 24 (60,0%) 16 (40,0%) 
Direito acessório 25 (62,5%) 15 (37,5%) 
Esquerdo médio 26 (65,0%) 14 (35,0%) 
Esquerdo inferior 24 (60,0%) 16 (40,0%) 
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Na tabela III descreve-se a massa de cada pulmão, esquerdo e direito, em cada 
grupo de ratinhos aquando do estudo necrópsico.  
 
Tabela III – Massa pulmonar de cada grupo de animais. 
 Células 
injectadas 






(p = 0,252) 
 
MCF7 16 0,17 0,07 0,10 0,33 
HCC1806 13 0,15 0,06 0,07 0,34 
Controlo 10 0,13 0,04 0,09 0,19 




(p = 0,058) 
 
MCF7 16 0,10 0,06 0,04 0,19 
HCC1806 13 0,08 0,06 0,04 0,28 
Controlo 10 0,05 0,02 0,04 0,09 
Total 39 0,08 0,05 0,04 0,28 
 
Assim, de acordo com os resultados, foi possível verificar que não existe 
diferença estatisticamente significativa na massa média do pulmão direito consoante o 
tipo de células injectadas (p = 0,252). No pulmão esquerdo a diferença é 
tendencialmente significativa (p = 0,058) no sentido de que a massa média é superior na 
presença de MCF7 (0,10 + 0,01) relativamente ao grupo controlo (0,05 + 0.01) com p = 
0,045, representado na figura 9. 
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Figura 9 - Gráfico descritivo da variação da massa dos três grupos de animais. 
 
O número de focos de metastização pulmonar não foi significativamente diferente 
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Tabela IV – Número de focos de metastização pulmonar. 
Nº focos Células 
injectadas 




(p = 0,906) 
MCF7 17 43 27,8 1 96 
HCC1806 13 45 36,9 10 123 
Total 30 44 31,5 1 123 
Lobo direito 
cranial 
(p = 0,574) 
MCF7 16 7 5,2 1 19 
HCC1806 12 9 6,8 1 25 
Total 28 8 5,9 1 25 
Lobo direito 
médio 
 (p = 0,692) 
MCF7 16 9 6,8 1 27 
HCC1806 11 8 7,9 1 25 
Total 27 8 7,2 1 27 
Lobo direito 
caudal 
 (p = 0,615) 
MCF7 13 8 4,4 2 15 
HCC1806 11 9 7,2 2 22 
Total 24 9 5,8 2 22 
Lobo direito 
acessório 
 (p = 0,162) 
MCF7 14 6 3,9 1 14 
HCC1806 12 10 9,9 3 34 
Total 26 8 7,5 1 34 
Lobo esquerdo 
médio 
 (p = 0,229) 
MCF7 15 10 5,2 2 20 
HCC1806 11 8 5,3 2 17 
Total 26 9 5,3 2 20 
Lobo esquerdo 
inferior 
 (p = 0,650) 
MCF7 14 10 6,9 2 31 
HCC1806 10 8 5,1 1 15 
Total 24 9 6,2 1 31 
 
Analisando a área média de cada foco metastático por lobo pulmonar, os ratinhos 
injectados com células MCF7 apresentam valores médios significativamente superiores 
aos injectados com HCC1806 (p = 0,023). A zona média do pulmão esquerdo 
apresentou área média significativamente superior para este tipo de células (p = 0,040), 
conforme descrito na tabela V. 
As imagens histológicas representadas nas figuras 10, 11, 12 correspondem a 
metastização pulmonar de animais injectados com MCF7 e nas figuras 13, 14 e 15 os 
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casos injectados com HCC1806. Este dado histológico aponta para a maior extensão das 
lesões pulmonares no grupo injectado com MCF7 em comparação com HCC 1806. 
 









(p = 0,023) 
MCF7 17 58192,1 49387,2 10839,5 199163,3 
HCC1806 13 24263,5 12369,9 8816,4 56895,8 
Total 30 43489,7 41248,5 8816,4 199163,3 
Foco / lobo 
direito cranial 
(p = 0,171) 
MCF7 16 53983,6 64046,9 8854 254841 
HCC1806 12 26646,2 22526,2 6163 74619 
Total 28 42267,5 51724,5 6163 254841 
Foco / lobo 
direito medial 
 (p = 0,723) 
MCF7 16 37088,2 25456,9 8449 109706 
HCC1806 11 33553,6 24624,7 8898 90849 
Total 27 35648,2 24702,9 8449 109706 
Foco / lobo 
direito caudal 
 (p = 0,059) 
MCF7 13 69315,3 78741,2 5726 260222 
HCC1806 11 21373,9 12188,4 6912 45599 
Total 24 47342,2 62408,9 5726 260222 
Foco / lobo 
direito acessório 
 (p = 0,106) 
MCF7 13 97271,2 152167,4 7564 569825 
HCC1806 12 22935,8 15516,4 6955 59555 
Total 25 61590,2 114562,2 6955 569825 
Foco / lobo 
esquerdo médio 
 (p = 0,040) 
MCF7 15 50386,8 41533,7 11015 136705 
HCC1806 11 22213,8 11655,1 7462 40996 
Total 26 38467,5 34954,9 7462 136705 
Foco / lobo 
esquerdo inferior 
 (p = 0,368) 
MCF7 14 35904,3 32183,8 12518 119062 
HCC1806 10 24916,6 23251,5 5051 84738 
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2.2 – Metastização hepática 
 
Considerando os 30 animais injectados com MCF7 e HCC 1806, verificou-se a 
presença histológica de metastização hepática em 14 casos (47%). A distribuição por 
cada lobo hepático está sistematizada na Tabela VI. 
 
Tabela VI – Metastização hepática de acordo com diferentes lobos. 
Lobo Sim Não 
Esquerdo lateral 7 (23%) 23 (77%) 
Esquerdo médio 10 (33%) 20 (67%) 
Direito médio 10 (33%) 20 (67%) 
Direito lateral 7 (23%) 23 (77%) 
 
A massa média do fígado é idêntica entre os dois grupos de animais submetidos a 
injecção de células MCF7 e HCC1806 e grupo controlo (p = 0,091), sem diferença 
estatisticamente significativa, conforme a tabela VII. 
 
Tabela VII – Massa do fígado nos diferentes grupos de animais. 
 Células 
Injectadas 





(p = 0,091) 
 
MCF7 17 1,39 0,31 0,9 2,2 
HCC1806 13 1,40 0,29 1,0 2,0 
Controlo 10 1,17 0,12 1,0 1,4 
Total 40 1,34 0,28 0,9 2,2 
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Considerando o grupo injectado com MCF7, verificou-se metastização hepática 
em 29% (n=5). Por outro lado, nos animais injectados com HCC1806 foi detectada 
presença de lesão secundária com esta localização em 69% (n=9). O número de focos 
metastáticos no fígado é significativamente superior (p = 0,006) quando se analisa o 
grupo injectado com HCC1806 (em média, 1,81 a 9,73), relativamente ao injectado com 
MCF7 (em média 0,13 a 2,22), descrito na figura 16.  
 
 
Figura 16 - Representação do número médio de focos metastáticos no fígado dos animais 
injectados com MCF7 e HCC1806. 
 
No entanto, não se encontra diferença estatisticamente significativa entre os 
grupos considerando a mestastização nos diferentes lobos hepáticos, representado na 
tabela VIII. De notar que a variabilidade encontrada no grupo HCC1806 é cerca de 3 
vezes superior à variabilidade encontrada em MCF7. 
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Tabela VIII - Número de focos de metastização hepática. 
Nº focos Células 
injectadas 




(p = 0,011) 
 
MCF7 17 1,2 2,04 0 6 
HCC1806 13 5,8 6,55 0 22 
Total 30 3,2 5,04 0 22 
Lobo esquerdo 
lateral 
(p = 0,149) 
MCF7 4 1,8 0,96 1 3 
HCC1806 3 3,3 1,53 2 5 
Total 7 2,4 1,39 1 5 
Lobo esquerdo 
médio 
 (p = 0,214) 
MCF7 4 1,3 0,50 1 2 
HCC1806 7 4,0 4,00 1 11 
Total 11 3,0 3,41 1 11 
Lobo direito  
médio 
 (p = 0,257) 
MCF7 3 2,3 1,53 1 4 
HCC1806 6 4,7 3,01 1 10 
Total 9 3,9 2,76 1 10 
Lobo direito  
lateral 
 (p = 0,604) 
MCF7 1 1,0 . 1 1 
HCC1806 6 1,5 0,84 1 3 
Total 7 1,4 0,78 1 3 
 
 
Na figura 17, 18 e 19, 20, representam-se imagens histológicas da metastização 
pulmonar de animais injectados com MCF7 e HCC1806, respectivamente. As imagens 
ilustram um maior número de focos pulmonares no grupo injectado com HCC 1806 em 
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Figura 17 – Imagens histológicas de focos de metastização hepática de animais injectados 
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Figura 19 – Imagens histológicas de focos de metastização hepática de animais injectados 
com HCC1806. 
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A área média, em pixels, dos focos de metastização por cada lobo hepático e a 
área média em cada região não parece ter alterações consoante o grupo injectado com 
MCF7 ou HCC1806, observado na tabela IX. 
 





N Média Desvio 
padrão 
Mínimo Máximo 
Foco / lobo 
(p = 0,485) 
MCF7 5 6989,3 3331,1 3109 9943 
HCC1806 9 5852,3 2543,9 2928 9457 
Total 14 6258,4 2777,8 2928 9943 
Foco / lobo 
esquerdo lateral 
(p = 0,565) 
MCF7 4 6744,5 4579,2 3588 13533 
HCC1806 3 9091,3 5561,6 3122 14127 
Total 7 7750,3 4729,5 3122 14127 
Foco / lobo 
esquerdo médio 
 (p = 0,769) 
MCF7 4 6958,3 7153,9 2676 17609 
HCC1806 7 5923,0 4350,0 3173 15099 
Total 11 6299,5 5194,2 2676 17609 
Foco / lobo 
direito médio 
 (p = 0,751) 
MCF7 3 4758,0 2062,2 2824 6928 
HCC1806 6 4427,0 1054,8 2928 5687 
Total 9 4537,3 1336,4 2824 6928 
Foco / lobo 
direito lateral 
 (p = 0,581) 
MCF7 1 13860,0 . 13860 13860 
HCC1806 6 9086,5 7503,4 2914 23029 
Total 7 9768,4 7083,3 2914 23029 
 
 
A regressão logística mostra que a injecção de células HCC1806 potencia o 
desenvolvimento de metástases hepáticas (odds ratio = 16; p = 0,030), apresentando este 
modelo de previsão uma sensibilidade de 88,9%, especificidade de 66,7%, e uma exactidão final 
de 77,8%. O número de focos, área média ou soma das áreas por lobo pulmonar não são 
preditivos da metastização no fígado. 
Um segundo modelo de previsão foi encontrado, ainda que com menor exactidão (70%). 
Verificou-se que a presença de células MCF7 associa-se a menor risco e ao facto de não ser 
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potenciador da metastização hepática. Esta diminuição do risco de desenvolver metastização 
hepática com as células MCF7 estima-se que seja cerca de 5,4 vezes superior (p = 0.36). Este 
modelo apresenta uma sensibilidade de 75% e especificidade de 64,3%. Considerando a análise 
gráfica, a figura 21 representa os componentes principais. A análise deste gráfico permite inferir 
que a metastização no fígado é independente do número de focos encontrados no pulmão. Por 
outro lado o aumento de metastização no fígado está relacionado com a presença de células 
HCC1806 e a ausência de células MCF7, embora a 1ª associação seja mais forte. Eventualmente 
poderá existir uma associação entre metastização no fígado e menor área média de pixels no 
pulmão, ou soma da área/lobo no pulmão (vectores com ângulo de cerca de 180º), embora estas 




Figura 21 - Representação gráfica do modelo de regressão logística para os factores 
preditivos de metastização hepática.  
 
P A D R Ã O   D E   M E T A S T I Z A Ç Ã O   D A S   C É L U L A S    T U M O R A I S    D A   M A M A 






2.3 – Estudo imunohistoquímico 
O estudo imunohistoquímico teve como alvo a marcação para RE, RP, ErbB-2 e 
CK5/6. Foram aplicadas as técnicas em 9 lâminas do grupo de animais injectado com 
MCF7 e 8 lâminas do grupo injectado com HCC1806. O estudo das lesões hepáticas 
revelou-se insuficiente dado que não foi possível atingir lesões secundárias nas secções 
estudadas uma vez que os focos metastáticos apresentavam dimensões reduzidas. 
Focalizando a metastização pulmonar, a tabela X sistematiza os resultados da marcação 
por IHQ. 
 







RE    
     Positivo 4 (57,1%) 4 (80%) 
0,546 
     Negativo 3 (42,9%) 1 (20%) 
RP    
     Positivo 3 (42,9%) 2 (40%) 
0,546 
     Negativo 4 (57,1%) 3 (60%) 
ErbB-2    
     Positivo  1 (20%) 
0,125 
     Negativo 7 (100%) 4 (80%) 
CK5/6    
     Positivo  1 (20%) 
0,125 
     Negativo 7 (100%) 4 (80%) 
 
A figura 22, 23, 24 e 25 representam marcações IHQ de RE, RP, CerbB2 e 
CK5/6, respectivamente. 
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Figura 22 – Marcação IHQ para RE. A – RE positivos, correspondendo a foco metastático 
do grupo MCF7. B - RE positivos, correspondendo a foco metastático do grupo HCC1806.  
A 
B 
P A D R Ã O   D E   M E T A S T I Z A Ç Ã O   D A S   C É L U L A S    T U M O R A I S    D A   M A M A 







Figura 23 – Marcação IHQ para RP. A – RP positivos, correspondendo a foco metastático 
do grupo HCC1806. B -  RP negativo, correspondendo a foco metastático do grupo MCF7. 
A 
B 
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Figura 25 – Marcação IHQ para CK5/6. A- Foco metastático com marcação positiva do 
grupo HCC1806. B- Foco metastático com marcação negativa do grupo HCC1806. 
A 
B 
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A taxa de alterações da expressão de RE, RP no grupo HCC1806 é idêntica à que 
se verifica no grupo MCF7 (p = 0.546). A alterações da expressão CerbB2 no grupo das 
células HCC1806 não é significativamente diferente da verificada no grupo MCF7. 
Contudo é de referir a existência de um caso com marcação positiva ErbB-2 no grupo 
HCC1806, que representa 20% de aquisição desta expressão. A avaliação da CK 5/6 
também não foi significativamente diferente nos dois grupos, com apenas um caso de 
franca marcação no grupo HCC1806. 
No grupo de ratinhos injectados com MCF7 verificou-se manutenção do fenótipo 
RE e RP+ e ErbB-2 negativo em 3 casos (42,8%). Por outro lado no grupo com 
HCC1806, esta manutenção não se verificou globalmente em nenhum dos casos, 



















CAPÍTULO V  
DISCUSSÃO 
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A metastização continua a ser a principal causa de morbilidade e mortalidade nos 
doentes com cancro. As estratégias terapêuticas, incluindo cirurgia e as subsequentes 
terapêuticas sistémicas e/ou radioterapia, têm como objectivo erradicar as células 
tumorais remanescentes que escapam à exérese cirúrgica ou que já se encontram 
disseminadas. Apesar de todos estes meios disponíveis, em muitos casos são 
diagnosticadas recidivas tumorais e metástases. Estes fenómenos obviamente reduzem a 
sobrevivência dos doentes. Cerca de um terço das doentes com cancro da mama já 
apresentam doença metastática no momento do diagnóstico
201
. 
As células tumorais que se disseminaram, sobreviveram e que permaneceram em 
fase latente, podem posteriormente recomeçar o seu crescimento. Para o 
desenvolvimento de metástases é necessário portanto, o crescimento destas células 
sobreviventes nas localizações secundárias. Este conceito macroscópico difere, no 
entanto, da presença de um grupo de células disseminadas em circulação, que não 
origina inevitavelmente proliferação e crescimento em locais distantes do tumor 
primitivo. Uma vez disseminadas, o crescimento das células tumorais parece ser 
regulado pelo novo microambiente que as rodeia. No entanto, existem condições 
determinantes à disseminação, características do tumor de origem
202
. Este processo 
evolutivo só é possível mediante a selecção de uma subpopulação de células que 
completam todos os passos da cascata de metastização. A metastização é um fenómeno 
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1. Modelo animal 
 
O estudo experimental do crescimento de células tumorais pode ser conseguido 
em condições controladas como a cultura celular e os modelos animais. Os modelos 
animais estão rodeados de uma maior complexidade já que múltiplos factores 
influenciam os resultados. Nos estudos in vitro, as células são sujeitas aos mesmos 
factores ambientais e alterações genéticas que particularmente se pretendem avaliar. No 
entanto, para avaliar a interacção entre as células tumorais e o organismo e eventos 
críticos no processo de metastização, é necessário a criação de modelos in vivo.  
Existem várias metodologias descritas com o intuito de mimetizar o crescimento e 
metastização do cancro da mama. Destes métodos destaca-se a formação espontânea de 
tumores em animais, a transplantação singénica, indução química de tumores, 
xenotransplantes de tumores humanos em animais imunocomprometidos e modelos com 
animais transgénicos
204
. O modelo animal escolhido, juntamente com o tropismo 
específico de um determinado tipo celular, vai definir o crescimento metastático.  
A implantação ortotópica ou ectotópica de células tumorais no tecido celular 
subcutâneo ou gordura mamária origina a formação de tumor que posteriormente 
formará metástases. Esta metodologia, em parte, assemelha-se aos múltiplos estádios do 
desenvolvimento do cancro da mama em humanos
205
.   
A injecção de células tumorais na veia da cauda resulta sobretudo em 
metastização pulmonar e a injecção intracardíaca resulta numa disseminação para os 
diferentes órgãos, incluindo o osso. A introdução de células tumorais na circulação é 
P A D R Ã O   D E   M E T A S T I Z A Ç Ã O   D A S   C É L U L A S    T U M O R A I S    D A   M A M A 




por alguns considerado um processo de colonização e não um verdadeiro processo de 
metastização
205
. No entanto, esta metodologia in vivo permite avaliar a disseminação 
circulatória, de acordo com as características genéticas da célula tumoral injectada. 
Partindo deste ponto no processo de metastização, será possível correlacionar as 
implicações nos passos subsequentes como extravasação, sobrevivência no meio 
extracelular, crescimento da metástase e neovascularização no local secundário. O facto 
da metastização espontânea à distância a partir dos locais primários ser rara e morosa 
em modelos animais vem também reforçar este modelo de estudo.  
A transplantação de células tumorais pode ser singénica ou xenotransplantada. A 
transplantação singénica (entre animais da mesma espécie), elimina a reacção 
imunológica hospedeiro versus transplante e permite investigação na vertente do 
sistema imune inato na progressão tumoral maligna
206
.  
Por outro lado, a xenotransplantação permite avaliar o crescimento e metastização 
de células tumorais humanas em animais imunocomprometidos
207
. Também neste caso 
é possível a injecção celular subcutânea, na veia da cauda, intracardíaca e na gordura 
mamária
208
. A implantação de células tumorais humanas no modelo animal é um 
procedimento simples e permite a manipulação genética e farmacológica das células 
utilizadas. No entanto destacam-se algumas limitações, como a resposta imune, que 
desempenha um papel fulcral no desenvolvimento tumoral e cuja influência fica 
prejudicada com a utilização de animais imunodeprimidos. Por outro lado, os 
componentes do estroma. Assim como os vasos, não são os do tumor de origem. Ainda 
se aponta o facto das células tumorais não estarem programadas para crescimento num 
ambiente murino.   
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O modelo aplicado neste projecto é utilizado na avaliação diferencial da 
metastização de duas linhas celulares de cancro da mama, fenotipicamente distintas. 
Conforme apontado, parte-se de um estudo do processo metastático a partir da presença 
de células na circulação. As desvantagens apontadas vão estar igualmente presentes em 
ambos os tipos celulares, concretamente a influência do estroma murino e do sistema 
imune. Portanto, na avaliação do comportamento metastático das linhas celulares RH 
positivos e triplas negativas, estes factores estarão igualizados. Assim, este modelo é 
reprodutível e progride em tempo útil para a investigação.     
 
2. Estudos imagiológicos 
 





se verificaram diferenças significativas relativamente aos animais controlo. Este 
resultado poderá ser justificado por factores que influenciam a captação dos diferentes 
radiofármacos por parte dos diferentes órgãos, nomeadamente a eficiência de marcação 
e as vias de eliminação dos radiotraçadores. 
No caso das marcações com tecnécio-99m as principais impurezas radioquímicas 
são, principalmente, o pertecnetato livre e as formas coloidais resultantes da hidrólise do 
pertecnetato, que se constituem em complexos de tecnécio reduzido-hidrolizado não 
ligado. Deste modo, a pureza radioquímica de um complexo de 
99m
Tc é expressa em 
percentagem de actividade presente na forma química desejada relativamente à 
radioactividade total. No caso presente, para o 
99m
Tc-HMDP verificou-se que, por 
vezes, a eficiência de marcação mostrava valores percentuais de complexos de tecnécio 
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reduzido-hidrolizado não ligado da ordem dos 10%, o que se traduzia num moderado 
aumento de captação no fígado. 
Relativamente ao 
99m
Tc-MIBI, e de acordo com a sua farmacocinética, órgãos 
como o coração apresentam elevada captação, factor que influenciou o desenho de ROIs 
no pulmão e posterior interpretação de dados relativamente à captação por parte dos 
pulmões. Ainda relativamente à farmacocinética deste radiofármaco mas em relação às 
vias de eliminação o 99mTc-MIBI é eliminado principalmente por via hepatobiliar e 
acessoriamente por via urinária. Assim, é possível verificar um aumento da captação em 
órgãos como fígado e intestino, impedindo a correcta interpretação de dados 
relativamente ao fígado. 
Assim e tendo em conta todos estes factores inerentes à eficiência de marcação e 
farmacocinética dos radiofármacos o ideal seria ter utilizar outro radiofármaco com 






F-FDG entra nas células através dos mesmos mecanismos membranares de transporte 
da glicose, ou seja, por transportadores de glicose (GLUT)
 210
. Após transposição da 
membrana celular, ambos (glicose e 
18
F-FDG) são fosforilados pela hexoquinase (HK). 
Contudo, ao contrário da glicose-6-fosfato, o 
18
F-FDG-6-fosfato não é um substrato da 




F-FDG-6-fosfato produzido no interior das células tumorais permanece dentro da 
célula
211
. Desta forma factores como os descritos anteriormente não influenciariam a 
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3. Locais de metastização 
 
O movimento das células tumorais dos tumores sólidos para os locais de 
metastização pode envolver trajectórias como da mama até ao osso. Certamente neste 
processo o sistema circulatório sanguíneo terá um papel fulcral, podendo também 
contribuir o sistema linfático
211,212
. As metástases têm tendência a desenvolverem-se em 
localizações específicas
211
. A distribuição das células tumorais circulantes pelos 
diferentes órgãos, a sua sobrevivência e crescimento não pode ser um fenómeno 
aleatório. As células tumorais têm diâmetros superiores aos capilares, interagindo 
preferencialmente com a microvascularização
213
. A entrada das células provenientes do 
tumor primitivo na circulação sistémica converge no sistema venoso e dirige-se ao 
coração direito até que atinge directamente a microcirculação pulmonar. No pulmão, a 
distribuição do fluxo sanguíneo e a embolização celular são relativamente uniformes
214
. 
Noutro contexto, as células provenientes de órgãos como o cólon, entram directamente 
no fígado via circulação portal. Na circulação hepática a distribuição também é 
uniforme. As células de tumores hepáticos apenas têm a possibilidade de se dirigirem 
para o pulmão. Nos tumores pulmonares as células tumorais migram para o coração 
esquerdo e convergem na circulação arterial sistémica. A distribuição das células 
tumorais nestes órgãos vai depender da vascularização dos mesmos. Existe ainda a 
possibilidade de disseminação linfática. Uma vez passando os gânglios linfáticos, 
directamente ou após proliferação, as células tumorais podem atingir a circulação 
venosa. A partir deste ponto verifica-se o já mencionado em relação à disseminação pela 
circulação venosa. 
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A necrópsia dos animais revelou metastização pulmonar em todos os casos 
injectados com células tumorais, metastização hepática em 47%, um caso de metástase 
óssea e noutro caso uma metástase pélvica. Diversos trabalhos clínicos descreveram as 
localizações secundárias mais frequentes do cancro da mama. Os estudos apontam uma 
prevalência de metastização pulmonar em 70%, óssea em 70%, gânglios linfáticos em 
67%, fígado 62%, supra-renais em 40%, cérebro 25% e ovário em 20%
215
. Os casos de 
metastização óssea e de metástases pélvicas que se descrevem foram encontrados em 
animais injectados com células que expressam RH. Os estudos clínicos preliminares que 
correlacionam a expressão de RE com a metastização à distância, apontam para maior 
relevância da metastização óssea, em detrimento da visceral
216
. A metástase pélvica 
apresentava origem indeterminada, podendo corresponder a um extravasamento de 
células tumorais nesta região, após a injecção na veia da cauda e que posteriormente 
cresceu e infiltrou os órgãos adjacentes. 
O estudo necrópsico dos ratinhos revelou metastização pulmonar em todos os 
animais injectados com as células MCF7 e as células HCC1806. Este dado histológico 
reforça a validade e reprodutibilidade do método utilizado no estudo da metastização 
pulmonar através da injecção na veia da cauda, conforme já reportado noutros 
estudos
211,215,217,218
. Considerando os diferentes lobos pulmonares, não se verificou uma 
metastização preferencial individualizando cada um deles. Assim, a distribuição 
circulatória no pulmão parece ser homogénea, reflectindo embolização uniforme das 
células tumorais
214
. O número médio de focos de metastização foi semelhante. No 
entanto, a área média (em pixels) dos focos do grupo injectado com MCF7 foi 
significativamente superior em relação ao grupo injectado com as células triplas 
negativas (p=0,023). O lobo esquerdo, zona média, foi o único local onde se verificou 
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uma diferença relevante, preferencial para as células que expressam RH. Esta diferença 
da área de metastização implica a presença de uma metastização pulmonar massiva das 
células com RH. Assim, provavelmente existem factores envolvidos no crescimento das 
metástases e neovascularização pulmonar que favorecem o seu crescimento em relação 
às triplas negativas. É facto que o número de focos detectados em cada lobo foi 
semelhante, portanto os fenómenos de extravasação e manutenção no meio extracelular 
serão garantidos por mecanismos moleculares que actuam de igual forma. No entanto, 
as vias reguladoras do crescimento das metástases e a necessária vascularização de 
suporte estarão particularmente sobrerregulados para as células com RH. Do ponto de 
vista clínico, conforme descrito anteriormente, os tumores triplos negativos apresentam 
maior agressividade clínica
117,118
. Os resultados da metastização pulmonar levantam 
uma maior relevância nas células com RH. Esta descrição poderá ser justificada por 
interacções entre células tumorais, estroma de suporte e matriz extracelular pulmonar, 
que favorecem o crescimento metastático mediante a presença de RH. Neste sentido, a 
expressão e função de moléculas de adesão como membros da família das integrinas, 
caderinas e MMP poderão desempenhar uma função crítica
219,220
. Algumas moléculas 
foram propostas para o tropismo específico das metástases. A compatibilidade de 
moléculas de adesão entre célula tumoral e tecido hospedeiro e a presença de factores de 
crescimento nos locais de metastização foram implicados em mecanismos moleculares 
que estabelecem a metastização à distância
221
. O receptor de citocinas CXCR4 parece 
ser importante na metastização pulmonar específica do cancro da mama. A existência 
do ligando específico CXCL12 permite a activação da via sinalizadora
222,223
. Também já 
foi apontada a influência dos RE e RP na expressão de factores de crescimento, 
concretamente TGF-α, IGF-2 e IGF-1224,225. Provavelmente existirão também vias 
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reguladoras da angiogénese que correlacionam a expressão de RE e RP. Neste contexto, 
surge com particular interesse o contributo do VEGF e do FGF. Particularizando o 
microambiente pulmonar, parece provável que o HIF-1, que activa o VEGF, possa ter 
particular relevância. Cerca de 40% dos tumores da mama apresentam áreas de hipóxia 
(pO2<2,5mmHg)
226,227
. A hipóxia intracelular parece correlacionar-se com o elevado 
grau de diferenciação citonuclear, elevado índice de proliferação e maiores dimensões 
tumorais
226
. A exposição das células tumorais à hipóxia activa genes que estão 
associados a aumento da transcrição de HIF-1 e HIF-2
228
. Os mecanismos de 
diminuição da pressão de oxigénio pulmonar secundários ao crescimento metastático 
poderão estar implicados na metastização massiva das células com RE. No entanto estes 
fenómenos moleculares ainda não foram correlacionados com a expressão de RH.   
A metastização hepática foi superior (69% vs. 29%) no grupo injectado com 
HCC1806, sendo o número de focos metastáticos significativamente superior em 
relação ao grupo MCF7 (p=0,006). Estes resultados favorecem uma disseminação 
circulatória relevante das células TN, que resistem na circulação sistémica e metastizam 
de forma uniforme no parênquima hepático. Esta via hematogénica já foi descrita como 




A sobrevivência da célula na circulação depende em primeira instância da 
resistência à destruição mecânica. Considerando a circulação arterial, é lógico apontar 
diferenças substanciais na velocidade sanguínea desde a camada mais próxima da 
parede até à zona média, reflectindo diferentes tensões de corte sobre a superfície 
celular. Quando as células aderem à parede dos vasos de pequeno calibre, o lúmen é 
diminuto e a superfície celular é sujeita a deformação. Este fenómeno tem então 
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particular relevância na microcirculação. As células que encravam por restrição do 
calibre vascular sofrem lesão da membrana e podendo ocorrer destruição celular
231
. Ou, 
por outro lado, esta deformação celular permite a sua passagem através da parede 
vascular
232
. A tensão de corte da membrana celular devido à deformação nos vasos de 
menor calibre é maior quando a pressão circulatória é maior. Esta pressão de perfusão 
(ou pressão motora) é particularmente diferente entre órgãos como o fígado e o pulmão. 
A pressão arterial sistémica é cerca de 100 mmHg. No entanto no fígado e pulmão, dois 
órgãos preferenciais de metastização, esse valor desce até 40 e 10 mmHg, 
respectivamente, logo ocorre menor deformação celular. Por outro lado as conecções 
intervasculares destes órgãos permitem manter esta pressão baixa e o consequente 
alojamento celular. Nos vasos da parede intestinal, na pele ou redes capilares 
exuberantes, a passagem das células tumorais processa-se facilmente, com escassos 
fenómenos de deformação. Alguns estudos pulmonares e hepáticos demonstraram 
viabilidade celular significativa várias horas após a administração na circulação
211
. 
Assim, as células tumorais podem permanecer no espaço intravascular pulmonar, apesar 
do stress hemodinâmico e retornar à circulação sistémica. Esta explicação justifica o 
processo de metastização extra pulmonar verificado neste estudo in vivo.  
 
4. Análise imunohistoquímica 
 
A problemática das células tumorais seleccionadas na recorrência locorregional e 
metastização à distância está ainda por delinear. Na metastização permanece por 
esclarecer se o fenótipo do tumor primitivo apresenta uma derivação característica da 
sua história natural ou se é uma consequência directa da terapêutica instituída. 
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Concretamente, em relação aos RE, têm sido descritos resultados discordantes da 
expressão metastática, patenteados pela ausência de resposta à hormonoterapia 
adjuvante
233
. A expressão de RE nos focos metastáticos pulmonares no grupo de 
ratinhos injectados com MCF7 revelou manutenção desta expressão em relação ao 
fenótipo das células injectadas em 57,1% dos casos. Considerando os estudos clínicos 
publicados, a manutenção de uma expressão positiva de RE na recorrência locorregional 
e metastização à distância pode ascender aos 97%
234
. A ausência de expressão de RE 
parece manter-se unanimemente na metastização
233,234
. No entanto, os casos publicados 
representam estudos retrospectivos e com casuísticas pouco abrangentes. Por outro lado 
salienta-se ainda a divergência de critérios e técnicas de caracterização dos receptores 
utilizadas ao longo dos tempos que impossibilitam a uniformização da interpretação dos 
dados. Também foram descritas variantes de RE-α235. Alguns receptores não serão 
detectados na presença de domínios de ligação livres. Por outro lado a detecção de RE 
não implica necessariamente a presença de uma proteína funcional. O epítopo específico 
de ligação do anticorpo na técnica IHQ utilizada pode estar bloqueado, o que se traduz 
por uma marcação negativa apesar da presença de um RE funcional.  
Os dados deste estudo experimental podem levar a uma reflexão com vista à 
análise sistemática dos RE na metastização, uma vez que até ao momento ainda são o 
fenótipo que traduz a melhor resposta à hormonoterapia. Além deste dado, não é 
irrelevante considerar o tempo de metastização. Os casos de metastização tardia 
parecem correlacionar-se com RE+. Por outro lado, a metastização RE negativa com 
antecedentes de cancro da mama RE+ deverá ser considerado um tipo biologicamente 
distinto, inclusivamente considerando a terapêutica a instituir.  
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A perda da expressão de receptores de progesterona atingiu os 57% no grupo 
injectado com células RH positivos. Nas células triplas negativas, o processo de 
metastização veio a revelar tumores secundários com expressão de RP em dois casos 
entre os cinco avaliados. A perda de RP foi reportada mais frequentemente que de RE, 
tendo sido descrita ausência de RP em 40% dos focos metastáticos
63
. Este dado parece 
coadunar-se com uma menor resposta à hormonoterapia adjuvante, conferindo um 
aspecto promotor da metastização.  
Os RP interagem com proteínas quinases funcionais que promovem a vias 
dependentes da fosforilação que culminam na alteração da progressão do ciclo celular. 
As acções citoplasmática e genómica dos RP estão integradas de forma a permitir 
fenómenos convergentes do metabolismo da célula tumoral
65
. O papel dos RP, ou da 
sua ausência, no metabolismo das células tumorais está ainda por delinear em diversas 
vertentes. No contexto clínico a expressão de RP na metastização poderá ter aspectos 
mais divergentes que a dos RE, com implicações prognósticas relevantes.  
A terapêutica dirigida anti-HER2 é uma realidade. No entanto, a concordância e 
estabilidade entre o tumor primitivo e a metástase não é linear. O status HerbB-2 pode 
ser distinto ao longo do curso da doença. Para acrescentar dispersão a este contexto, 
existe a hipótese da quimioterapia (adjuvante ou neoadjuvante) poder modificar esta 
sobreexpressão.  
 
Todos os tipos celulares injectados neste estudo experimental não apresentavam 
originalmente sobreexpressão HerbB-2. O estudo da expressão metastática veio a 
revelar manutenção da negatividade de marcação em todos os casos do grupo injectado 
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com MCF7 e positividade num dos casos do grupo injectado com HCC1806. Estes 
dados apontam para a aquisição da expressão HerbB-2 no processo de metastização por 
uma parte dos tumores originalmente triplos negativos no processo de metastização. 
Este dado poderá ser particularmente relevante no contexto de doença metastática, 
acrescentando o leque de terapêuticas dirigidas a oferecer a estas doentes.    
Alguns trabalhos têm demonstrado manutenção da expressão HerbB-2 entre a 
metástase e o tumor primitivo
236,237
. Por outro lado, outros estudos revelaram 
discordâncias em cerca de 20%
238,239
. A alteração da expressão HerbB-2 pode ser 
justificada pela selecção de um clone HerbB-2 durante o processo de progressão 
tumoral ou pela presença de heterogeneidade intratumoral HerbB-2, com maior 
potencial metastático. 
Dado que o fenótipo original das células tumorais injectadas é uniforme, 
provavelmente a primeira hipótese parece mais plausível. Assim, existirá um clone 
HerbB-2+ que se torna relevante no processo de metastização. 
O fenótipo BL foi proposto pela semelhança com as células mioepiteliais deste 
tipo de tumores. Apesar da semelhança entre TN e BL, reconhece-se a heterogeneidade 
dos TN. A marcação com CK 5/6 tem sido um método aplicado à catalogação dos 
tumores BL
240,241
. Neste trabalho pretendeu-se avaliar a expressão destas CK de modo a 
isolar um grupo particular no contexto dos tumores TN, com comportamento biológico 
mais agressivo e poucas alternativas terapêuticas. Esta marcação foi positiva na 
metástase num caso do grupo de células originalmente TN. Este dado pode ser 
enquadrado numa dicotomia. Por um lado considera-se a preponderância do fenótipo 
BL apenas numa parte de metástases de células originalmente TN. Por outro lado, a 
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aplicação desta CK pode ser reducionista na avaliação do fenótipo. Alguns trabalhos 
têm apontado para uma especificidade de 80% da CK5/6 para o fenótipo BL
240,242,243
. 
Estudos recentes têm aplicado um painel alternativo e mais alargado de marcadores 
mioepiteliais
243,244
. Assim, a presença de marcadores BL foi reportada em 71% dos 
tumores TN
244
. No entanto, estes dados são referentes a estudos com carcinomas 
primitivos da mama. O comportamento metastático não tem alvo de expressão 
delineado. Portanto, dada a especificidade da CK5/6, pode-se apontar para um fenótipo 
BL na metástase discordante em relação ao tumor primitivo, contabilizando cerca de 
30%. Nesta fase será interessante a avaliação na metástase do fenótipo BL ou outra 
expressão com implicações terapêuticas, dadas as alternativas disponíveis de momento 
na progressão tumoral. 
 




















CAPÍTULO VI  
CONCLUSÕES 
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Neste estudo experimental utilizou-se um modelo in vivo de disseminação 
circulatória que parece fiável e reprodutível na avaliação da metastização sistémica das 
células tumorais da mama que expressam RH e triplas negativas. 
O estudo de marcação celular com 
99m
Tc-HMPAO durante a injecção na veia da 
cauda dos ratinhos fêmea Balb/c nu nu revelou um padrão de embolização pulmonar em 
ambas as linhas celulares nas primeiras duas horas. 
De acordo com o estudo imagiológico que se realizou, não se verificaram 
diferenças estatisticamente significativas quer nas imagens adquiridas com 
99m
Tc-
HMDP quer nas adquiridas com 
99m
Tc-MIBI às 7-8 semanas após injecção celular. A 
captação dos radiofármacos por parte dos diferentes órgãos, a eficiência de marcação e 
as vias de eliminação podem justificar estes resultados. 
Em todos os animais constatou-se metastização pulmonar. No entanto, as áreas de 
metastização pulmonar dos animais injectados com células que expressam RH foram 
significativamente maiores comparando com as células TN. Provavelmente poderá 
existir uma influência dos RH na expressão de factores de crescimento e 
neovascularização pulmonares ainda não delineados. 
A metastização hepática, diagnosticada em 47% dos casos, foi superior no grupo 
injectado com células TN. Este resultado reforça a resistência deste tipo celular na 
circulação, que escapa à microcirculação pulmonar o que permite a metastização para o 
fígado. 
A regressão logística mostrou que o número de focos, a área e a soma das áreas 
por lobo pulmonar não são preditivos da metastização hepática. O modelo de previsão 
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aponta para um menor risco de metastização hepática com células RH positivas e maior 
risco com células TN.    
Os RE mantêm a sua marcação em 57,1% nos casos de células originalmente RH 
positivas. Os receptores de progesterona perdem marcação em 57% destes tumores. A 
sobreexpressão CerbB2 veio a revelar-se na metastização em apenas um caso 
correspondente a células TN. A mudança do fenótipo em relação às células injectadas 
não foi significativamente diferente nos dois grupos analisados. A manutenção global 
do fenótipo RH positivo verificou-se em 42,8%. Considerando as células triplas 
negativas, os marcadores apresentaram mudanças particulares em todos os casos. 
Esta análise IHQ experimental levanta a discussão cerca do comportamento na 
metastização do cancro da mama humano. A catalogação fenotípica das lesões 
secundárias translaciona-se clinicamente numa melhor adequação terapêutica dirigida. 
Os estudos clínicos poderão infirmar ou não a consistência destes dados e a justificação 
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